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RESUMO
DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS
ESPECTROFOTOMETRICOS PARA DETERMINACAO DE OLANZAPINA EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS. A olanzapina é um novo antipsicotico atipico
utilizado no tratamento de sintomas positivos e negativos da esquizofrenia e transtorno
bipolar. A substancia ainda néo faz parte de nenhuma farmacopéia e ndo possui
método oficial de quantificacdo nas especialidades farmacéuticas existentes. Neste
trabalho, foram desenvolvidos métodos analiticos utilizando espectrofotometria de
ordem zero, derivativa e de duplo comprimento de onda, os quais foram validados
segundo o guiada ANVISA (RE n° 899, 29/05/2003). Foram testados alguns solventes
e os resultados mostraram que etanol e isopropanol foram os mais adequados. A
robustez dos métodos foi avaliada quanto a estabilidade, pH e marca do solvente,
verificou-se que a solugdo de olanzapina foi estdvel, quando protegida da luz, a
temperatura ambiente (25,0 £ 5,0 °C) ou sob refrigeracéo (4,0 = 3,0 °C). O espectro
Uv da olanzapina ndo sofreu alteracéo significativa em pH acima de 8,0 ou com a
variagdo de marca do solvente em 272,5 nm (etanol) e 273,0 nm (isopropanol). Para o
preparo das amostras, os comprimidos foram congelados e posteriormente triturados
para garantir a homogeneizacdo e representatividade. Os solidos suspensos foram
separados da solucéo por centrifugacdo. A seletividade foi avaliada para alguns dos
excipientes do comprimido de olanzapina, os quais ndo interferiram na andlise. A
linearidade foi observada até 50 mg L™, com coeficiente de correlacdo maior que
0,9998. Os limites de deteccdo variaram de 0,7 10" a 2,5 10" mg L™, em etanol, e de
0,310%a2,1 10" mg L™, em isopropanol. Os limites de quantificacdo variaram de 2,1
10* a 7,6 10", em etanol, e de 0,8 10" a 6,2 10", mg L™, em isopropanol. As
recuperacoes ficaram entre 97 e 105%, em etanol e entre 97 e 104%, em isopropanol.
A precisdo foi avaliada usando o desvio padréo relativo, através de ensaios de
repetibilidade (0,1 a 1,1%, em etanol, e 0,8 a 2,1%, em isopropanol), precisdo
intermediaria (0,4 a 1,5%, em etanol e 0,8 a 2,3%, em isopropanol) e reprodutibilidade
(2,6 a 4,8%, em etanol, e 2,1 a 45,7%, em isopropanol). Apds a otimizacdo dos
parémetros, 0 método mais adequado foi espectrofotometria de ordem zero, em 272,5

nm usando o solvente etanol.
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ABSTRACT
DEVELOPMENT AND VALIDATION OF SPECTROPHOTOMETRIC METHODS
FOR DETERMINATION OF OLANZAPINE IN PHARMACEUTICAL
FORMULATIONS. Olanzapine is a new atypical antipsicotic drug used in the
treatment of positive and negative symptoms of the schizophrenia and bipolar disorder.
The substance aso is not part of any pharmacopoeia and has no official method of
guantification in pharmaceutical products available. In this work, analytical methods
ware developed using of zero order, derivative and double wavelength
spectrophotometry, were validated according to the guide of ANVISA (RE n. 899,
May 29, 2003). Some solvents were tested and the results showed that ethanol and
isopropanol were appropriate. The robustness of the methods was evaluated on the
stability, pH and marks of the solvent, it was found that the solution of olanzapine was
stable when protected from light at room temperature (25.0 = 5.0 °C) or under
refrigeration (4.0 £ 3.0 °C). The UV spectra of olanzapine showed no significant
change in pH greater than 8.0 or with the change of brand of the solvent in 272.5 nm
(ethanol) and 273.0 nm (isopropanol). For the sample, the tablets were frozen and later
ground to ensure homogeneity and representativeness. The suspended solids were
separated of the solution by centrifugation. The selectivity was evaluated for various
compounds usually associated with olanzapine in pharmaceutical preparations, which
did not interfere in the analysis. The linearity was observed up to 50 mg L™ and the
correlation coefficient were greater than 0.9998. The limits of detection ranged from
0.7 10'to 2.5 10" mg L™, in ethanol, and 0.3 10" to 2.1 10" mg L™, in isopropanol.
The limits of quantification ranged from 2.1 10™ to 7.6 10" mg L™ ethanol, and 0.8 10
' t0 6.2 10" mg L™, in isopropanol. The recoveries were between 97 and 105%, in
ethanol, and between 97 and 104%, in isopropanol. The precision was evaluated using
the relative standard deviation by tests of repeatability (0.1 to 1.1%, in ethanol, and 0.8
to 2.1%, in isopropanol), intermediate precision (0.4 to 1.5%, in ethanol and 0.8 to
2.3%, in isopropanol), and reprodutibility (2.6 to 4.8%, in ethanol, and 2.1 a 45.7%, in
isopropanol). After optimization of the parameters, the most appropriate method was

the order zero spectrophotometry, in 272.5 nm, using the solvent ethanol.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Antipsicéticos

Até a metade do século XX, 0s recursos terapéuticos disponiveis para o
tratamento de pacientes com estados psicéticos agudos limitavam-se a0 uso de
técnicas rudimentares e evasivas como o choque cardiopatico, lobotomiafrontal, eletro
e insulinoconvulsioterapia, malarioterapia e também ao emprego de alguns
medi camentos sedativos e hipnoticos (Frota, 2003).

Entretanto, no inicio da década de 50, um fato bastante importante
mudou definitivamente a vida das pessoas que sofriam de problemas psiquicos, a
introducdo das chamadas substancias liticas ou neuraliticas, neurolépticas, ataraxicas,
tranquilizantes maiores ou simplesmente antipsicéticos (Frota, 2003; Elkis et a.,
2007).

Um antipsicotico é definido como uma substancia quimica sintética que
atenua os distUrbios neuro-psiquicos (psicoticos), tais como delirios e aucinacdes. Sao
também inibidores das funcbes psicomotoras que podem ocorrer em estado de
excitacdo e agitacdo (Marangel, 2004). Os antipsicoticos tém a capacidade de atuar
seletivamente nas células nervosas que regulam os processos psiquicos no ser humano
e acondutaem animais (Schatzberg et al., 2004; Meltzer, 2004).

Os antipsicoticos sdo classificadas de duas formas. A primeira esta
relacionada com a sua estrutura quimica, e a segunda esta relacionada com a época em
gue foram descobertos, 0s mais antigos sdo denominados de convencionais ou tipicos,
enquanto que os mais novos sdo chamados de atipicos ou de segunda geracéo
(Marangel, 2004).

As drogas tipicas sdo ainda classificados de duas formas. como
sedativos, cujo principal efeito provocado é a sedagcdo, e incisivos, gque tém a
finalidade de tratar delirios e alucinacdes (Frota, 2003). A Tabela 1.1 mostra alguns

dos principais antipsi coticos encontrados no mercado.
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TABELA 1.1 — Antipsicoticos tipicos e atipicos

Antipsicoticos Antipisicoticos
tipicos atipicos
Sedativos Incisivos
Clorpromazina Hal operidol Amisulpiridina
Levomepromazina Penfluridol Clozapina
Sulpiridina Flufenzina Quetiapina
Tioridazina Fenotiazina Risperidona
Trifluoperazina Zuclopentixiol
Amisulpirida Olanzapina

Os antipsicoticos tipicos possuem a mesma eficiéncia quando aplicados
em doses equivalentes, diferenciando-se apenas com respeito aos efeitos colaterais
(doenca de Parkinson, hiperprolactinemia, boca seca, visdo borrada, costipacdo e
sedacéo) (Marangel, 2004). Ja os antipsicoticos atipicos sGo mais eficientes e por esta
razdo sdo aplicados em doses menores, resultando em menor nimero de efeitos
colaterais extrapiramidais (reagdes distonicas agudas, sindrome parkinsoniana, actisia,
sindrome neuroléptica maligna e discinesia tardia) (Oliveira, 2000; Joffe et a., 2008;
Lacerdaet al., 2002).

Outra vantagem dos antipscoticos atipicos com relacdo aos tipicos é o
fato de terem uma melhor eficacia com relacdo aos sintomas negativos da
esguizofrenia (Joffe et a., 2008). No entanto, os antipsicoéticos tipicos possuem a
vantagem do baixo custo, jA que todos estédo disponiveis como genéricos,
diferentemente dos atipicos (Schatzberg et al., 2004).

1.2 - Olanzapina
A olanzapina, 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno(2,3-b)(1,5)

benzodiazepina (Figura 1.1), € um agente psicotropico atipico pertencente a classe das
tienobenzodiazepinas (Jasifiska et al., 2004, Song et a., 2008). E utilizada para
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tratamento de sintomas positivos e negativos da esquizofrenia (Joffe et al., 2008) e
transtorno bipolar do tipo | ell (Kapczinski et al., 2005; Lacerdaet al., 2002).
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FIGURA 1.1 - Estrutura da molécula de olanzapina

A droga se apresenta sob forma de um solido cristalino amarelo de
formula molecular C17HoN4S e massa molecular 312,43 g mol™. Estruturalmente,
sua molécula encontra-se disposta na forma de um dimero centrossimétrico formado
por meio de interagbes do tipo C-H zn. Elaé insolivel em agua , mais pode ser
solubilizada em alguns solventes por meio de interacdes de hidrogénio do tipo O-H"N,
N-H~O, nos nitrogénios do anel diazepinico, e C-H"O (Wawrzycka-Gorczyca et al.,
2007, Reutzel-Edens et al., 2003).

A olanzapina é oxidada por substéncias como: HCIO (Gardner et al.,
1998), Fe(CN)g>, Ce(SO,), (Jasifiska et al, 2003), KIO; (Mohamed, 2008), ICl
(Revanassidappa et a., 2008) em meio acido, formando produtos coloridos que
apresentam absorcéo na regido do visivel. Possui em sua estrutura dois nitrogénios
ionizaveis no anel piperazinico, com pKa 4,7 e 7,4 que atuam em alguns processos
biol égicos (Steinkopf et al., 2008).

A olanzapina foi obtida no ano de 1982, na Inglaterra, por um grupo de
pesquisadores da companhia Eli Lilly and Company a partir de modificagtes
estruturais da clozapina (Cavalla, 2000). Devido a sua similaridade com a clozapina

(estrutura quimica e farmacologia) (Flérez, 1997) e ao menor risco a agranulocitose



Introducéo

(Iverson, et al., 2002, Gardner et al., 1998), a olanzapina é tida como boa alternativa
para substituicao da clozapina (Frota, 2003).

Outro processo de obtencdo da olanzapina envolve areacéo do cloridrato
de 2-metil-4H-3-tia-4,9-diazabenzo[f]azulen-10-ilamina com o0 anel piperazina,
seguido de metilagdo com dimetil, formando a olanzapina (Thatipalli et a., 2008).

A olanzapina cristaliza-se em 25 formas solidas, incluindo polimorfos,
solvatos, hidratos (trés monohidratados, trés dihidratados, etc), sendo que algumas
destas formas apresentam boa estabilidade térmica, carcteristica relevante para
indastria farmacéutica (monohidratados) (Polla et al., 2005; Ayala, 2007). Algumas
das formas solidas sdo atamente toxicas e podem causar sérios danos a salde
(Reutzel-Edens, et ., 2003; Ayalaet a., 2006).

A droga é comercializada na Europa desde 0 ano de 1996, quando teve
sua aprovacdo pela Agéncia Européia para Avaiacdo de Medicamentos (Frota, 2003).
No mesmo ano elafoi liberada para uso nos Estados Unidos pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA) (FDA, 2000; Capuano et al. 2003). No Brasil, somente no ano
de 1999 foi incluida na lista de medicamentos excepcionais do Ministério da Sallde
(Frota, 2003).

No mercado mundial, a olanzapina é encontrada com 0s seguintes
nomes. Zyprexa, Zyprexa Zydis, Zalasta, Zolafren e Olzapin, e também sob duas
formas de administragdo, oral e intramuscular. Cada uma delas apresenta diferentes
teores de olanzapina, cujo uso depende da dose diaria prescrita pelo médico (Frota et
al, 2003, Marangel, 2004).

e Comprimido: 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 € 20,0 mg
e Comprimidos mastigaveis: 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg
e Intramuscular: 10 mg

Estes medicamentos sdo produzidos exclusivamente pela empresa Eli
Lilly and Company, gque possui patente sobre a substancia até o ano de 2011 (Frota,
2003).

A olanzapina quando administrada por via ora, sem influéncia de

alimentos antiécidos a base de aluminio ou magnésio ou cimetidina, alcanca picos de
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concentragcdo em torno de 7 h com a meia-vida plasmética variando de 21 e 54 h,
podendo ser utilizada em doses Unicas diérias (Fl6rez, 1997, Frota, 2003).

Ela é metabolizada principalmente pela enzima do citocromo P450 1A2
e, em menor escala 2D6. Pelo fato do seu metabolismo ocorrer por diversas rotas, ele
normalmente ndo é afetado pelo uso simultdneo de outros medicamentos (Marangel,
2004, Schatzberg et al., 2004). No organismo a substancia tem alta afinidade por
receptores D;-D, serotoninérgicos 5-HT,36 € receptores muscarinicos (sub-tipos 1-
5), adrenérgicos alfa; e histaminérgicos H, (Oliveira, 2000; Medeiros et a., 2008;
Meltzer et a., 1989; Kassahum et a., 1997). Por ser fortemente metabolizada pelo
organismo, apenas cerca de 7% da substancia é excretada inalterada por via renal
(Frota, 2003).

O uso de olanzapina pode provocar uma seérie de efeitos colaterais
indesgjaveis, sendo que 0s mais comuns sdo 0 aumento de peso (Monda et al., 2008;
Fleischhaker et al., 2008), sonoléncia e ou sedacdo (lentiddo psicomotora). Causa
também efeitos colaterais anticolinérgicos, boca seca e efeitos hepéticos com um
aumento dos niveis de transaminase (2%). Outros efeitos como convulsoes,
constipacdo, acatisia, hipotensdo ortostéatica e tonteiras também sdo observados em
menor escala (Florez, 1997; Frota, 2003; Duval et a., 2008).

A dosagem clinicamente eficaz de olanzapina € de 7,5 a 20 mg/dia com
uma unica dose administrada a noite, mas doses superiores podem ser recomendadas
dependendo do paciente. Em doses elevadas pode haver a ocorréncia de alguns efeitos

colaterais extrapiramidais e até 6bito (Frota, 2003).

1.2.1 —Métodos par a quantificacdo de olanzapina

A olanzapina ndo é oficialmente registrada em nenhuma farmacopéia,
portanto ndo possui nenhum método oficial de andlise. Varios métodos séo descritos
na literatura para quantificacdo do farmaco em matérias primas, formulas
farmacéuticas ou fluidos biol 6gicos.

Catlow et a. (1995), determinaram olanzapina em plasma sanguineo

humano por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo eletroquimica. A
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andlise foi realizada com extracdo em fase solida reversa com taxa de fluxo 1,2 mL
min™ e a deteccdo foi baseada no potencia de oxidacso da olanzapina. O limite de
quantificagdo encontrado foi de 0,25 10° mg L™, com a lei de Beer sendo obedecida
até0,1 mg L™ e coeficiente de correlacdo 0,997. O método apresentou exatiddo média
de 96,6 %, com eficiéncia média da extracéo de 75% e precisao de 3,22%.

Kasper et al. (1998) utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa com deteccao eletroguimica para determinacdo de olanzapina em leite
materno. O método envolveu extracdo em fase solida com padr&o interno, sendo que o
extrato foi injetado em uma coluna YMC bésica com taxa de fluxo 1 mL min™. Como
fase movel foi utilizado uma mistura do tampédo fosfato, pH = 7,0, acetonitria e
metanol (48:26:26, v/viv). Ele obteve limite de quantificacdo de 0,25 10° mg L™ e
linearidade até 0,1 mg L™ com coeficiente de correlacdo 0,9992. A precisdo foi de
6,64% com exatiddo média de 99%. O método foi validado e considerado satisfatorio
para medir concentragOes de olanzapina em leite materno.

Boguz et a. (1999), fizeram monitoramento de olanzapina em amostras
bioldgicas (soro, sangue, urind) utilizando cromatografia liquida com ionizacéo
quimica, a pressdo atmosférica, acoplada a espectrometro de massa. O procedimento
envolveu extracdo em fase solida com padréo interno. A separacdo foi feita com
coluna ODS, com tampéao acetonitrila/amonio (25:75, pH=3,0), com taxa de fluxo 0,3
mL/min. O limite de quantificacdo foi de 1,0 10° mg L™, com linearidade até 1,0 mg
L™ e coeficiente de correlacio 0,9997. A precisio foi de 18% com recuperacéo
absoluta acima de 80%. O sina obtido pela olanzapina nas amostras foi estavel por
pelo menos 4 semanas. O método foi considerado sensivel, seletivo e simples para o
monitoramento da droga.

Raggi et al. (2000), desenvolveram quatro metodologias para controle de
qualidade de formulas farmacéuticas de olanzapina. Inicialmente, para todos os
procedimentos, realizou-se a extracdo das amostras com coluna Cg, tendo a fase movel
congtituida de acetonitrila e perclorato de trimetilaménio. O primeiro método foi
baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo no UV em 260 nm.
O método apresentou limite de quantificagdo de 10 10° mg L™ e linearidade até 50

10 mg L™, com coeficiente de correlacgo 0,9997. A precisio obtida foi considerada
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boa (intra-dia: 1,4% e inter-dia: 1,8%) e 0s ensaios de recuperacdo variaram de 100 a
101%. A segunda proposta de trabalho utilizou eletroforese capilar e foi realizada com
capilar sem revestimento e tampdo fosfato (pH=3,0) como eletrdlito de fundo e
deteccdo no UV em 214 nm. O limite de quantificacgo foi 0,9 mg L™ e a linearidade
até 50 mg L™, com coeficiente de correlacdo 0,9994. A precisdo foi menor que 2%
(intra-dia: 0,7% e inter-dia: 1,4%) com recuperacdo variando de 99 a 101%. O terceiro
método utilizou a espectrofotometria derivativa, com o espectro derivado na primeira
ordem, com andlise sendo realizada a partir da banda em 298 nm. O limite de
quantificacdo foi 0,5 mg L™, com a lei de Beer sendo obedecida até 100 mg L™ e
coeficiente de correlacdo 0,9998. A precisdo foi menor que 2,5 % (intra-dia 1,6% e
inter-dia: 2,3%) com recuperacéo variando de 101 a 103%. O ultimo método proposto
foi utilizando voltametria linear com intensidade de corrente de pico de oxidacéo +495
mV. O método apresentou limite de quantificacdo de 5 mg L™ e linearidade até 50 mg
L™, com coeficiente de correlagdo 0,9990. A precisio foi menor que 3% (intra-dia
2,3% e inter-dia: 2,9%) e exatidado de 97 a 98%. Todos os métodos foram validados e
0s resultados obtidos mostraram gue 0s métodos sd0 seletivos e bastante similares em
termos de precisdo e exatidao.

Berna et a. (2001) determinaram olanzapina em amostras de sangue
humano por cromatografia liquida de ata eficiéncia acoplada a um espectrémetro de
massas com ionizagdo Tandem. A extracdo da matriz bioldgica foi feita utilizando
padrdo interno na mistura n-butanol e ciclo hexano (3:47, v/iv). O método apresentou
limite de quantificacdo de 50 10° mg L™ e linearidade aé 0,5 mg L™, com
coeficiente de correlacdo 0,9983. A precisdo apresentou intervalo de 4 a 11% com
exatiddo entre 98 e 103%. O método foi validado e apresentou bons resultados para
quantificar olanzapina em amostras de sangue.

Jasifiska et al. (2003) desenvolveram trés metodos espectrof otométricos
para determinar olanzapina em comprimido. O primeiro foi baseado na oxidacdo da
substancia com excesso de Fe(CN)63', em meio acido (H,SO, + H3PO,, 1:1 viv). O
produto da oxidacdo apresentou uma banda em 425 nm que foi utilizada para andlise
quantitativa. Os limites de deteccso e quantificacdo foram iguaisa 2,17 mg L™ e 2,50

mg L™, respectivamente, com linearidade até 40 mg L™ e coeficiente de correlacdo
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0,9983. A precisdo foi de 2,27% e a exatidéo variou de 97,6 a 101,8%. O segundo
método envolveu analise por injecdo em fluxo, com o produto da oxidacdo direta da
olanzapina com Fe(CN)s> ou Ce(SO,),, em meio &cido, com uma banda em 540 nm.
Utilizando Fe(CN)¢> como oxidante, os limites de deteccdo e quantificacso obtidos
foram de 0,07 mgL™ e0,5 mg L™, respectivamente, com linearidade até 250 mg L™ e
coeficiente de correlacdo 0,9999. A precisdo foi de 0,42% e o intervalo de exatidéo foi
de 97,75 a 100,18%. Com Ce(SO,4), como oxidante, os limites de deteccdo e
quantificagdo foram de 0,01 mg L™ e 0,05 mg L™, com linearidade at¢ 300 mg L™ e
coeficiente de correlacao 0,9999. A precisao foi de 0,84% e o intervalo de exatidao foi
de 100,08 a 101,08%. Os métodos envolvendo andlise de injegdo em fluxo foram
considerados 0s mais precisos e com uma maior faixa de aplicabilidade para
determinacao de olanzapina em comprimidos.

Firdous et a. (2005), desenvolveram dois métodos para determinacéo de
olanzapina em formulas farmacéuticas. O primeiro foi baseado na técnica de
espectrofotometria de absor¢do molecular no ultravioleta em 226,5 nm. O limite de
quantificacio obtido foi 0,1 mg L™ com alei de Beer sendo estabelecida até 50 mg L™
e coeficiente de correlagdo 0,999. A precisdo foi de 0,97% com recuperacdo variando
de 98 a 99%. Para 0 outro método, a olanzapina foi titulada com HCIO, em meio
&cido (CH3COOH) utilizando como indicador naftobenzeno. O limite de
quantificacdo foi de 0,3 mg. A precisdo foi de 0,35%, com exatidéo de 99 a 100%.
Ambos apresentaram boa precisdo e exatidao nos resultados.

Saracino et a. (2006) determinaram olanzapina em amostras de cérebro
de rato utilizando cromatografia liquida de dta eficiéncia com deteccéo
amperomeétrica. As anélises foram realizadas utilizando coluna Cg em fase reversa com
fase movel constituida de metanol, tampéo fosfato (pH = 3,5) contendo trietilamina e
taxa de fluxo 1,2 mL min™. A amostra analisada era constituida de partes inteiras do
cérebro do animal e de areas especificas. O rendimento da extracéo foi elevado, com
recuperacdes de 90,0%. O método apresentou limite de quantificacdo de 0,2 10° mg L’
! com resposta linear do detector até 0,1 mg L™. A precisdo inter-dia foi de 4,6%,
com exatiddo satisfatoria. O método foi considerado adequado para os estudos de teor

de olanzapina nos tecidos de cérebro de rato.
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Nirogi et al. (2006) propuseram um método para determinacdo de
olanzapina em amostras de plasma utilizando cromatografia liquida acoplada a um
espectrOmetro de massas com sistema de iniozacdo Tandem e Eletrospray. A extracéo
foi realizada com padréo interno e apds a extracdo liquido-liquido, os analitos foram
separados utilizando uma coluna C,g em fase reversa e fase movel isocrética sendo em
seguida analisadas por espectrometria de massa. O ensaio apresentou limite de
quantificagdo de 0,1 10° mg L™ e linearidade até 30 10° mg L™, com coeficiente de
correlacdo igual a 0,998. A precisdo foi abaixo de 10%, com recuperacdes médias de
85,5 + 1,9%. O método foi considerado rapido, foi possivel analisar até 400 amostras
por um dia. A metodologia foi validada e considerada adequada para estudos
farmacocinéticos e bioanaliticos em amostras de plasma contendo olanzapina.

Krebs et a. (2006) desenvolveram trés métodos espectrof otométricos
para determinar olanzapina pura e em formulagdes farmacéuticas. O primeiro foi
baseado na oxidacdo da olanzapina com excesso de N-bromosuccinimida em meio
acido (H,SO,4). Os dois outros foram baseados também na oxidagéo da olanzapina
com N-bromosuccinimida (método 2) ou Ce(SO,), (método 3), em presenca de azul
celestina. O método 1 apresentou uma banda em 532 nm, que foi utilizada para as
anélises quantitativas. O limite de quantificacdo foi de 6,99 mg L™, com alei de Beer
sendo obedecida até 120 mg L™ e coeficiente de correlagio 0,9998. A precisio foi
considerada boa (intra-dia: 0,62% e inter-dia: 1,57%) e a exatidéo foi de 100 a 101%.
O segundo método resultou em uma banda em 538 nm que foi utilizada para as
anélises quantitativas. O limite de quantificacdo foi de 0,30 mg L™, com alei de Beer
sendo obedecida até 6 mg L™ e coeficiente de correlacdo 0,9998. A precisio foi
menor que 4% (intra-dia: 1,63% e inter-dia: 3,88%) com exatiddo média de 96%. O
terceiro método apresentou uma banda em 538 nm que foi utilizada nas analises
quantitativas. O limite de quantificacdo foi de 0,37 mg L™, com linearidade até 3 mg
L e coeficiente de correlacdo 0,9993. A precisdo foi menor que 5% (intra-dia
2,83% e inter-dia 4,07%) e exatiddo variando de 94 a 96%. Os métodos foram
validados e utilizados com sucesso para determinagdo de olanzapina em amostras

farmacéuticas. Entre os resultados obtidos, os autores destacam a preciséo,
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sensibilidade e seletividade obtida em todos os ensaios, dém da simplicidade dos
procedi mentos.

Mohamed (2008) determinou olanzapina em comprimidos, por dois
meétodos, através da cinética de oxidacdo da substancia com K103 em meio &cido. O
produto da oxidagdo da substancia apresentava coloragao violeta intenso, e apresenta
uma banda em 537 nm. O intermediario produzido apresentou coloragéo instavel e foi
monitorado por espectrofotometria UV-Vis. O primeiro método apresentou limite de
deteccso de 0,1 mg L™ e linearidade até 4,0 mg L™, com coeficiente de correlacéo de
0,998. O segundo método apresentou limite de deteccso de 0,15 mg L™ e linearidade
aé 7,0 mg L*, com coeficiente de correlagdo de 0,996. Ambos os métodos
apresentaram boa preciséo (intra-dia: < 1,3% ¢ inter-dia< 1,7%) e recuperagdes (<
99,3%). Os métodos foram validados e comparados com um método cromatografico
descrito na literatura. Segundo os autores, os métodos propostos sao sensiveis, com
boa precisdo e exatiddo, podendo ser aplicados para andlise de comprimidos de
olanzapina.

Revanassidappa et a. (2008) desenvolveram dois métodos
espectrofotomeétricos para determinacdo de micro quantidades de olanzapina em
amostras farmacéuticas. No primeiro método a olanzapina foi oxidada com excesso de
ICl em meio acido (H,SO,), em presenca de azul de timol. O produto da reacéo
apresentou uma banda de absor¢do em 536 nm, que foi utilizada para analise. O
método apresentou limite de quantificacéo de 0,0661 mg L™, com alei de Beer sendo
obedecida até 1,6 mg L™ e coeficiente de correlacdo 0,9999. O outro método é
indireto e envolve a oxidacdo da olanzapina com Ce(SO,;), em meio acido em
presenca de leuco cristal violeta. O limite de quantificacdo foi de 0,0454 mg L™ e lei
de beer foi obedecida até 1,4 mg L™, com coeficiente de correlacdo 0,9999. Os dois
métodos apresentaram recuperacdes entre 99 e 101% sendo considerados com boa
exatiddo. Os métodos foram bastante sensivels e considerados eficientes na
determinacéo de olanzapina em férmulas farmacéuticas.

Basavaiah et a. (2008), utilizaram cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo UV em 271 nm para determinacdo de olanzapina em formulas

farmacéuticas. Foi utilizado uma coluna em fase reversa, tendo como fase movel
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acetato de amoénia (pH=4,5) com razdo de fluxo 0,5 mL min®. O limite de
quantificacdo do método foi de 8 mg L™, com linearidade até 200 mg L™ e coeficiente
de correlacdo igual a 0,99998 . A precisdo foi menor que 2% (intra-dia: 0,75% e inter-
dia: 1,95%), com recuperactes médias de 99%. O método foi comparado com método
descrito na literatura e validado. Os autores destacaram sua rapidez, seletividade,
precisdo e exatiddo para determinagdo de olanzapina nas amostras em que foram
testadas.

Basavaiah et a. (2009), propuseram dois métodos baseados em titulacéo
em meio N80 aquoso para determinar olanzapina em amostras farmacéuticas. O
processo ocorreu titulando a olanzapina com HCIO, em meio &cido (CH;COOH). No
primeiro método o ponto final foi indicado por deteccdo potenciomeétrica e o segundo
foi utilizado o indicador cristal violeta. O limite de quantificagdo encontrado, nos dois
casos, foi de 1 mg, sendo aplicavel até 15 mg. A precisdo encontrada para os dois
métodos foi menor que 2% com exatiddo variando entre 98 e 104%. Os métodos, além
de simples, precisos e exatos, foram considerados mais rgpidos quando comparado aos
métodos instrumentais descritos na literatura.

Basavaiah et a. (2009), determinaram olanzapina em formulacbes
farmacéuticas, utilizando a técnica de espectrofotometria UV-Vis. O método foi
baseado na reacdo da olanzapina com excesso de KIO; em meio é&cido (H,SO,),
seguido pela formagdo de iodo que reage com azul anil, apresentando uma banda em
400 nm. O limite de quantificacdo obtido foi de 12 mg L™, com a lei de Beer sendo
obedecida até 120 mg L™. A precisdo foi de 3% com exatiddo média de 97 a 103%. O
método foi validado segundo as hormas do | CH, sendo posteriormente comparado com
métodos descritos na literatura, através do teste t e teste F, que comprovaram que 0s

resultados s&0 estatisticamente iguais.

1.3 - Espectrofotometria de absor ¢do molecular UV-Vis

A técnica de espectrofotometria de absor¢cdo molecular no UV-Vis é
talvez uma das mais aplicadas em todo o mundo para andlises quantitativas em

laboratorios quimicos, clinicos e farmacéuticos (Cardoso et al., 2006, Americo et a.,
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2008). Ela envolve a medida da quantidade de radiacéo ultravioleta ou visivel
absorvida pela substancia em solugéo (Skoog et al., 2002).

Uma dada molécula em solucéo, ao absorver radiacéo, tem seus elétrons
excitados do seu estado fundamental a um estado mais energético ou excitado,
fendmeno conhecido como transicdo eletronica. As transi¢des que ocorrem dependem
da molécula e envolvem elétrons do tipo x, o, n (moléculas organicas), d, f (compostos
de coordenagcdo) e transferancia de carga (complexos). Além das transicOes
eletronicas, as moléculas sofrem ainda transi¢des rotacionais e vibracionais (Skoog et
a 2006; Harris, 2008).

A absorcéo da radiacdo por uma dada substéncia pode ser visualizada por
um gréfico que mostra uma relacdo de absorbancia versus comprimento de onda,
denominado espectro de absorcdo. Um espectro de absor¢do de uma molécula na
regido do UV-Vis é resultado de transicbes eletronicas, rotacdes e vibraches e
representa a energia absorvida da radiagdo nos diversos comprimentos de onda (Skoog
et al 2006; Harris, 2008).

O espectro de uma dada molécula depende de alguns fatores como 0s
grupos presentes e os tipos de transi¢des envolvidas. Por esta razéo, € muito comum a
utilizacdo do espectro para identificacdo de grupos presentes em uma molécula
(Silverstein et al., 1994). Outros fatores que influenciam a forma do espectro obtido
s80: 0 pH da solucéo, atemperatura, a natureza do solvente empregado, a concentragao
dos eletrdlitos e dos componentes da amostra (Skoog et al., 2002)..

O principio da técnica, para andlise quantitativa, envolve a medida de
transmiténcia de um feixe de radiagdo monocromatica de poténcia P, que atravessa
uma solucéo contendo uma espécie absorvente de espessura b e de concentragdo c. O
feixe, ao passar pela solucéo, tem sua poténcia reduzida a P devido a absorgédo parcia
pelas particulas do meio. A fracdo da poténcia do feixe de radiacdo emergente P com
relacdo ao feixe de radiacdo incidente P, € denominada de transmitancia (Skoog et a.,
2002).

T =PIP,
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A transmitancia normalmente € dada em termos de percentual e o valor
de T esta sempre entre 0 e 1 (Harris, 2008). Esta relacdo pode ser também representada
em termos de quantidade de radiacdo monocromética absorvida por uma dada
substancia que é chamada de absorbancia e tem umarelacéo logaritmicainversa com a

transmitancia.

A=log (P/Py)=-1logT

A absorbancia possui uma relagdo linear com a concentragdo ¢ e com o
caminho 6tico b, percorrido pelaradiacéo e é dada pelalei de Beer (Harris, 2008).

A =abc

O termo a da equacdo é uma constante de proporcionalidade, chamada
absortividade, que é independente dos valores de b e ¢ e da intensidade da radiacéo
emitida, ela é caracteristica de uma dada combinacéo de soluto e solvente, em um dado
comprimento de onda, em uma determinada temperatura (Erwing, 1972).

A lei de Beer é bastante Util para na andlise quantitativa, ela pode ser
usada para determinar a concentracdo a partir das absorbancias se a absortividade e o
caminho 6ético sdo conhecidos (Harris, 2008). Como a absorbancia de uma substancia
de interesse é proporciona a concentracdo, entdo é possivel utilizar solucdes padréo de
concentragOes conhecidas, dentro de uma faixa, para obter a absortividade (Skoog et
al., 2006).

A partir dai, se constr6i uma curva de calibragdo de A versus c, atraves
do método dos minimos quadrados (Custédio, et al., 1997), e obtém-se uma egquagdo
linear que pode ser utilizada para determinar a concentragdo de uma espécie em uma
dada amostra (Skoog et al., 2006).

A=a+bc

13



Introducéo

onde a e b representam o intecepto e ainclinacdo respectivamente. A inclinacdo da
reta, segundo a IUPAC, representa a capacidade de discriminar entre as pequenas
quantidades do analito, ou segja, sua sensibilidade (Skoog et al., 2002).

Entretanto, a lel de Beer possui apresenta limitagbes. Em solugoes
concentradas & 0,01 mol L), devido & proximidade dos fons e moléculas, algumas
propriedades se alteram, como a absortividade, e portanto, a absorbancia pode n&o
apresentar relacdo linear com a concentragdo (Harris, 2008). No caso em gue a espécie
absorvente sofre dissociagdo no solvente, pode haver produtos que absorvam de forma
diferente do analito. Esta lei é limitada somente a medidas feitas com radiacéo
monocromatica (Skoog et al., 2002).

Uma maneira de se estimar a qualidade da curva de calibragdo é calcular
o valor do coeficiente de correlacdo r (Ribani et a., 2004). Este parametro representa
até que ponto a absorbancia possui relacdo linear com a concentracdo e permite
estimar a qualidade da curva obtida. Quanto mais préximo este valor for de 1, maior €
a precisdo do conjunto de pontos experimentais e menor € a incerteza dos coeficientes
deregressdo a e b (Ribani et al., 2004).

O comprimento de onda utilizado para construcéo da curva de calibragéo
deve ser o que corresponda a banda de maior absorcdo, ou sga, 0 de maior
sensibilidade. Neste ponto, em virtude da sua forma*“achatada’, as medidas s&o menos
sensiveis as peguenas variagdes de leitura do instrumento de medida e, portanto,
mMenos sujeitas a incertezas que possam levar a desvios da lei de Beer (Skoog et d.,
2002; Gongalves, 2001).

Esta técnica apresenta vérias vantagens dentre as quais se destacam:
facilidade no manuseio do equipamento, a boa sensibilidade (10* a 107 mol L™), boa
exatiddo, baixo custo, rapidez, ampla aplicabilidade e seletividade de moderada a alta
(Skoog et al., 2006; Gil, 2007).

1.4 - Espectrofotometria derivativa

A andlise de amostras contendo mais de um principio ativo, ou de

matrizes complexas, muitas vezes ndo pode ser feita por espectrofotometria direta
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devido a sobreposicdo de bandas, que podem interferir na andlise de um componente
de interesse. Nestes casos uma boa aternativa é a utilizagdo de uma técnica
denominada espectrofotometria derivativa.

Quando se deriva um espectro obtém-se na verdade a inclinagdo da reta
tangente (Figura 1.2) em cada ponto da curva (Talsky, 1994). Os espectros obtidos de

cada derivagdo sdo entdo utilizados para analise quantitativa.

FIGURA 1.2 — Tangente de uma curva em pontos definidos
FONTE - Talsky, 1994, p.12.

O espectro derivado é obtido se a diferenca de absorbancia for calculada
em V&ios pontos para um intervalo de comprimento de onda. Os maximos de
absorbancia do espectro de ordem zero correspondem a zero no espectro derivado de
12 ordem (Figura 1.3) (Talsky, 1994).

Em uma banda de absorc¢édo de forma gaussiana (Figura 1.3) no espectro
de ordem zero, a primeira derivada se anula no ponto referente a0 maximo de
absorcdo. Ela é positiva onde a absor¢do cresce e negativa onde ela diminui. Se uma
dada medida for realizada em uma banda, em um comprimento de onda no qual o
espectro dos outros componentes cruza 0 zero, entdo a medida sera proporcional
apenas a substancia analisada (Karpinska, 2004).

No espectro derivado os pontos maximos e minimos sdo referentes aos
comprimentos de onda dos pontos de inflex&o no espectro de ordem zero (Figura 1.3).
A distancia vertical entre estes pontos é proporcional a concentragdo da substéncia que

originou o espectro de ordem zero (Talsky, 1994; Rojas et a., 2009).
15



Introducéo

S

e

FIGURA 1.3-a) Espectro de ordem zero; b) Espectro derivado de primeira ordem
FONTE - Talsky, 1994, p. 19.

A derivacdo do espectro de ordem zero produz (n + 1) novas bandas de
absorcdo no espectro da primeira derivada e a cada nova derivacdo efetuada ocorre o
aumento de mais uma banda (Karpinska, 2004).

Esta técnica oferece varias vantagens sobre os métodos convencionais,
tals como o aparecimento de alguns detalhes espectrais que normalmente ndo séo
observados em um espectro de ordem zero, permitindo uma melhor interpretacdo dos
dados (Talsky, 1994).

A aplicacdo da espectrofotometria derivativa pode provocar o aumento
da seletividade do método uma vez que é possivel eliminar sinais de interferentes
(Mendham et al., 2002; Rojas et al., 2009). Isto é bastante Util para andlise de
substancias como farmacos, em que os interferentes podem ser seus proprios
excipientes (Gorog, 1995).

Outra grande vantagem na aplicagdo deste método € o aumento da
sensibilidade que quase sempre é acompanhado de uma melhoria no limite de
deteccdo. Isto ocorre porque a diferenciacdo das bandas largas atua enfatizando
tracados finos, de maneira que a amplitude aumenta com o aumento da ordem da
derivada (Rojas et a., 2009; Rochaet al., 2004).

16



Introducéo

Em bandas do tipo gaussianas, a amplitude D, é (D,= d"A/d1) é

inversamente proporcional alargura de banda do espectro (W) (Rochaet al., 2004).

D, < 1/W"

A sensibilidade em métodos derivativos ndo depende somente dos
pardmetros instrumentais e da forma da medida do sinal, mas também das
caracteristicas do espectro de absorcdo (Rocha et a., 2004).

A principal desvantagem da técnica é que o sinal do ruido aumenta
progressivamente com o0 aumento da ordem da derivada exdo A (intervalo onde o
calculo da derivada é realizado), por causa do aumento da relacéo sinal/ruido (Sanchez
et al., 1988, Aberasturi et al., 2001). Entretanto utilizando técnicas de suavizagéo
espectral € possivel diminuir estes ruidos e melhorar a qualidade do espectro obtido
(Savitzky et al., 1964).

O principio pelo qual € possivel a andlise quantitativa esté na derivacéo
da lei de Beer, pois se deriva a absorbancia em relacdo ao comprimento de onda
(dA/dA), em funcdo do comprimento de onda, conservando as leis da
espectrofotometria classica (Perkampus, 1992, Rojas et al., 2009). A lei de Beer na

sua forma derivativa pode ser representada pela seguinte formula:

d"A d"a
dA"  dA"

Dn =

onde D representa a derivada, n ordem da derivada no comprimento de onda 4, a a
absortividade e b o caminho otico. A sua utilizagdo em andlise quantitativa se da
porque o sinal obtido é proporcional a concentracéo do analito.

A espectrofotometria derivativa é Dbastante utilizada para andlise
quantitativa, caracterizacéo e controle de qualidade nos setores alimenticio (Vidotti et
al., 2004) agroindustriais, farmacéuticos (Americo et al., 2006), construcdo civil
(Idriss, et al., 1999) e biomédico (Ansari et al., 2004).
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1.5 - Espectrofotometria de duplo comprimento de onda

A espectrofotometria de duplo comprimento de onda € bastante Util na
analise de misturas binarias em que o0s espectros dos componentes se sobrepdem.
Nesta técnica, 0 sinal obtido pela espécie de interesse, na mistura, é igual a diferenca
de sina obtido nos comprimentos de onda 1, (com interferéncia) e A; (livre de

interferéncia), de mesma absortividade (Perkampus, 1992).
AA = A,lg - A/l]
No exemplo de uma mistura de dois componentes A e B a diferenca de

absorbancia 44 € proporcional a absorbancia de apenas um dos componentes em um
dado comprimento de onda (Figura 1.4) (Porro, 1972).

AJI

. 2 A

FIGURA 1.4 —llustracdo do método de duplo comprimento de onda em uma mistura
binaria de componetes A e B
FONTE - Perkampus, 1992, p. 82.

Para uma mistura binaria, a absorbancia (A;) no comprimento de onda 1,
é a absorbancia do componente A (A;,) Somada a absorbancia do componente B
(A1g). No comprimento de onda/, tem-se a mesma aditividade das absorbancias dos
componentes (Perkampus, 1992, Honda et al., 1984).
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Ai=Aig + A
Ary=Axp + Asp

Aplicando alel de Beer considerando o caminho 6tico como sendo 1 cm tém-se:

A;=ajaCa + 215Cp

A= ayaCa + a25Cp

onde a, e ag representam as absortividades e ¢, e cg  as concentragOes de ambos 0s
componentes na mistura. Utilizando o principio do método de duplo comprimento de

onda obtém-se:

A4 =A;5- A;= (@za- a1a)Ca + (a2 - 218)Cs

A absortividades nos comprimentos de onda 4, e A, para o componente B
sdo iguais (Figura 1.4), entdo o segundo termo da equacdo € igual a zero e a equacao

ficar&

A4 = (aza - a1a)Ca

Como o componente A ndo absorve no comprimento de onda 4, (Figura
1.4), 44 estard somente em funcdo do componente A em A,, e a interferéncia do

componente B sera eliminada.

A4 =a ca=Asa

Esta técnica também pode ser aplicada no caso de solucdes que
apresentem turbidez referente a particulas em suspensio (Figura 1.5). Estas particulas
causam um aumento do sinal do analito, uma absor¢éo aparente, em funcdo do
espalhamento da radiacdo. No exemplo da Figura 1.5, no comprimento de onda 14, 0

sinal observado (A;;) é referente apenas ao espalhamento das particulas em suspensdo
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e no comprimento de onda 4, o sina observado (A;,) € referente ao sinal do analito
(Aw2) mais o sinal do espalhamento da radiacdo (As;,) (Perkampus, 1992, Honda et

al., 1984). Aplicando o principio do método de duplo comprimento de onda, tém-se:

44 = (As 2 + Awz)- A

Ak

FIGURA 1.5 —llustracdo do método de duplo comprimento de onda em solugdes que
apresentam interferéncia por particulas suspensas
FONTE - Perkampus, 1992, p. 85.

Como as absortividades do analito e do material espalhado nos
comprimentos de onda 1, (As,2) € 11(A;1) sdo iguais (Figura 1.5) equacéo € reduzida a

AA = Aw ;2 que representa apenas o sinal da substancia de interesse.

1.6 - Validac&o analitica

Uma dada metodologia analitica proposta deve estar adequada ao
propdsito estabelecido e, dentro de certos limites, deve fornecer resultados confidveis,
mesmo quando utilizada por diferentes analistas, equipamentos e/ou laboratorios
(Sharp, 2000; Leite, 2002). O processo que garante que uma dada metodol ogia forneca
resultados verdadeiros, de acordo com os fins desgjados, € denominado de validagéo
analitica (ANVISA, 2003).
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A vadidacdo de uma metodologia anditica representa uma prova
documentada de resultados que indicam que o0 método é seguro dentro dos limites
estabelecidos para uma dada aplicacéo (Gil, 2007; USP, 2002). O emprego da
validacdo analitica é bastante Gtil para controle de qualidade e essencia para a
industria farmacéutica (Gil, 2007).

O processo de validagdo é continuo e envolve véarias etapas que vao
desde o0 plangamento da estratégia analitica e segue durante todo o seu
desenvolvimento e transferéncia (Ribani et al., 2004). Segundo Leite (2002), ““ndo
validar € ter apenas um nimero e nao um resultado™.

Para a validagdo de uma metodologia a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2003) recomenda a utilizacdo de substéncias de referéncia
oficializadas pela Farmacopéia Brasileira ou, na auséncia destas, por outros codigos
autorizados pela legislagdo vigente. Caso ndo exista nenhuma dessas substancias,
admite-se 0 uso de padrdes de trabalho, que tenham identidade e o teor devidamente
comprovados.

Segundo as normas da ANVISA (2003) a validagdo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas assegurando a confiabilidade dos resultados. Para isso, deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacéo e

exatidao adequados a analise.

1.6.1 - Seletividade

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um
método instrumental e é definida como a capacidade que um método tem de avaliar
inequivocamente um determinado composto em uma mistura complexa (Gil, 2007).

A seletividade avalia o quanto 0 método é indiferente a presenca de
espécies (outro principio ativo, impurezas, produtos de degradacdo, excipientes)
contidas na matriz da amostra e que podem interferir na determinacdo do analito
(Leite, 2002). Se o método for pouco seletivo, a linearidade, a precisdo e a exatidao
estardo comprometidas (Ribani et al., 2004; Gil, 2007).
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Muitas vezes 0 termo seletividade € utilizado como sinbnimo de
especificidade o que é um grande erro. Um método € especifico quando produz
resposta para uma unica substancia de interesse e é seletivo quando produz resposta

para varios compostos quimicos com caracteristicas em comum (Ribani et al., 2004).

1.6.2 - Linearidade

A linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos (y) sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito (x) naamostra (ANVISA, 2003) em uma dada faixa de exame (Ribani et a.,
2004).

A linearidade de um método pode ser avaliada pela construcdo de curvas
de calibracdo obtidas por regresséo linear através do método dos minimos quadrados
gue fornece uma equacdo no formato y = a + bx, (Custédio, et a., 1997). Os
coeficientes a e b representam o intercepto e a inclinagdo, respectivamente, e aém
deles, a partir dos pontos experimentais, € possivel se obter o coeficiente de
correlacdo, r. Através deste coeficiente estimar-se a qualidade da curva obtida, que
serd melhor quanto mais préximo este valor for de 1,0 (Ribani et a., 2004) . A
ANVISA (2003) estabelece que o valor minimo para este coeficiente deve ser igua a
0,99.

Segundo o ICH (International Conference on Harmonisation, 2005),
deve-se utilizar o minimo de 5 concentracgfes para 0 ensaio de linearidade, e todos os

ensaios feitos em triplicata.
1.6.3 - Intervalo

O intervalo compreende a faixa entre os limites de quantificacdo e
linearidade em um método. Esta regido é onde o método se mostra satisfatério do

ponto de vista da exatiddo, precisdo e, principalmente, da linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método (ANVISA, 2003). Para testes de quantificacdo a USP
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(2002) e a ANVISA (2003) recomendam que sgja avaliado entre 80 e 120% da

concentracéo de teste.
1.6.4 - Limite de deteccao

O limite de deteccéo (LOD) € a menor quantidade de analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificada, sob as
mais diversas condicOes experimentais estabelecidas (Leite, 2002). Uma das formas
mais simples e eficazes de se calcular o limite de deteccéo é baseado nos parametros

da curva de calibragéo atraves da equacéo:
LOD =33x =,

onde s é a estimativa do desvio padréo do sinal do branco e b é a inclinagdo ou

coeficiente angular da curva de calibragéo.
1.6.5 - Limite de quantificacéo

Segundo a ANVISA (2003), o limite de quantificagdo (LOQ) € a menor
guantidade de analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e
exatiddo aceitéveis, sob as condicOes experimentais estabelecidas. Este parametro é
bastante utilizado em ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradagéo em
farmacos e produtos de degradacdo em formulas farmacéuticas e é expresso tem
termos de concentrag&o do analito naamostra (ANVISA, 2003).

Semelhantemente a0 LOQ, o LOD pode ser calculado baseado nos

parametros da curva de calibragdo através da equacéo:
LOD =10 x ;,
onde s é a estimativa do desvio padréo do sinal do branco e b é a inclinagdo ou

coeficiente angular da curva de calibragéo.
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1.6.6 — Robustez

E a capacidade que um méodo tem de ndo sofrer ateragdio em
decorréncia de pequenas variagbes do sistema. A robustez de um método € um
indicativo de sua confianca durante o uso em rotina (ANVISA, 2003).

No caso de métodos espectrof otométricos a robustez é avaliada quanto a
variagdo do pH, temperatura e diferentes marcas de solventes (ANVISA, 2003). Em
trabalhos onde ocorre mudanca de fornecedores, marcas ou equipamentos durante o
processo de validacdo dos métodos, sem que haga ateracdo significativa nos
resultados, pode se afirmar que o método possui robustez intrinseca, porque manteve

sua resposta em meio a mudancas no ambiente de andlise (Ribani et al., 2004).

1.6.7 —Exatidao

A exatiddo de um dado método analitico representa o grau de
concordancia entre resultados individuais encontrados e um valor aceito como
referéncia (ANVISA, 2003). Um méodo com boa exatiddo sugere que ndo ha erros
sistematicos inerentes ao processo (Mendhan et al., 2002).

Ela pode ser determinada pelo teste de adicéo e recuperacdo de padréo e
€ expressa como porcentagem de recuperacdo da quantidade do analito adicionado a
amostra, ou como a diferenca percentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito,
acrescida dos intervalos de confianga (Ribani et al., 2004).

A exatiddo do método deve ser determinada apds estabelecida a
linearidade, do intervalo e da especificidade. O teste € feito com no minimo nove
determinacbes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou sga, trés
concentragdes, baixa, média e alta, com trés réplicas cada. A exatidéo € expressa pela
relacdo entre a concentracdo meédia determinada experimentalmente e a concentragéo
tedrica correspondente:

o Concentrag¢do média experimental
Exatiddo = — — x 100
Concentragdo tedrica
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1.6.8 - Precisao

A precisdo de um método representa o grau de repetitividade entre
resultados das andlises individuais, quando o procedimento € aplicado numa mesma
amostra homogénea, diversas vezes e nas mesmas condi¢cdes de ensaio (ANVISA,
2003). A precisdo mostra o grau de dispersdo dos resultados individuais obtidos sob
determinadas condic¢des de andlise (Mendhan et al., 2002).

A precisdo pode ser avaliada de diversas formas, entretanto a ANVISA
(2003) recomenda que segja feita em termos de desvio padréo relativo, sendo que o

maior valor aceitavel é de 5,0 %.

Desvio Padrdo
DPR = —— - %X 100
Concentrag¢do média determinada

A precisdo em validagdo analitica é dada em trés niveis. repetibilidade,

precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

1.6.8.1 - Repetibilidade

Também conhecida por precisdo intra-dia ou intra-andlise. Ela representa
a diferenca méxima aceitavel entre duas repeticdes e representa a concordancia entre
os resultados independentes dentro de um curto periodo de tempo, com 0 mesmo
analista, mesmo método e mesma instrumentacéo (ANVISA, 2003).

A ICH (2005) e a ANVISA (2003) recomendam um minimo de nove
determinacdes, cobrindo todo o intervalo especificado (em trés niveis de
concentracOes diferentes, em triplicata) ou no minimo seis determinagdes a 100% da

concentracéo de trabal ho.
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1.6.8.2 - Precisdo intermediéria ou inter-andalise

E a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos
em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou instrumentos diferentes (ANVISA,
2003).

Este ensaio € tido como o0 mais representativo da variabilidade dos
resultados em um Unico laboratério, e tem como objetivo verificar se no mesmo
laboratério o método fornecera os mesmos resultados (Ribani et al., 2004).

As varidveis estudadas, conforme as circunstancias em que o método
serd utilizado, podem ser dias, andlista, ou equipamento, ndo sendo necessaria a
avaliacdo destas variaveis de forma independente (ICH, 2005). A ANVISA (2003)
recomenda um minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes.

O nimero minimo de ensaios recomendados para precisao intermediaria
éigua ao darepetibilidade (ANVISA, 2003).

1.6.8.3 - Reprodutibilidade ou precisao inter-laboratorial

Representa a concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios
diferentes, como em estudos colaborativos, geramente aplicados a padronizacdo de
metodologia analitica. Este tipo de ensaio deve ser feito quando, por exemplo, se
pretende fazer a inclusdo de uma dada metodologia em uma farmacopéia (ANVISA,
2003).

E muito comum encontrar desacordo entre as metodologias quando se
faz precisio inter-laboratorial, entrentanto a IUPAC n&o recomenda tirar conclusdes
com menos de 5 laboratérios e recomenda que 0 ensaio sgja realizado em pelo menos
8 laboratérios (Ribani et al.,2004).

O ndmero minimo de ensaios recomendados para precisdo inter-
laboratorial € igual ao da repetibilidade.
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2-OBJETIVOS

2.1-Geral

Desenvolver métodos espectrofotométricos para quantificar olanzapina
em formulagbes farmacéuticas e validalos de acordo com as normas do guia da
ANVISA daresolucéo RE n° 899 de 29 de maio de 2003.

2.2 - Especificos

v" Redlizar o estudo do solvente;

v’ Verificar arobustez quanto a estabilidade, pH e marca de solvente;

v' Observar o grau de interferéncia dos principais excipientes;

v" Preparar aamostra e separar 0s excipientes;

v Aplicar méodos aternativos, como a espectrofotometria derivativa, método de
duplo comprimento de onda;

v" Determinar alinearidade dos métodos obtidos;

v Determinar LOQ e LOD;

v’ Verificar a exatidao pelo método de adicéo e recuperacdo de padréo;

v Verificar aprecisao dos métodos, tendo como variaveis, dias, analista e laboratorio;

v Aplicar métodos em amostras reais e determinar o teor médio encontrado;

v' Comparar 0s métodos com alguns ja obtidos na literatura.
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Parte experimental

PARTE EXPERIMENTAL

3.1—Materiais e equipamentos

NS N N N N N N R R RN

w
N

AN NN N Y N U N

Balanca analitica (Denver Instrument, APX-200)

Centrifuga (Sigma, 6-15)

Espectrofotdmetro de absorcdo molecular duplo feixe (Hitachi, U-3000)
Espectrofotdmetro de absorcdo molecular duplo feixe (Techcomp, UV-8500)
Geladeira (Brastemp)

Micropipetas de 0,5-10 pL, 10-100 pL e 100-1000 pL (Brand)
pH-metro (Tecnal, Tec-3MP)

Banho Ultrassom (Cleanner Thournton, Marconi)

Baldes volumeétricos (10, 25, 50, 100, 200 e 1000 mL)

Bureta de 10 mL (precisdo 0,025 mL)

Pipeta graduada de 1 mL (precisdo 0,05 mL)

o
2
3
3

Acido cloridrico P. A. (Vetec)

Alcool butilico terciario P. A. 99,0% (Dinamica)
Butanol P. A. 99,0% (Reagen)

Etanol P. A. 95,0% (Vetec), 99,5% (Nuclear e Synth)
Hidréxido de sodio P. A. (Vetec)

Isopropanol P. A. 99,5% (Synth, Vetec e Reagen)
Metanol P. A. 99,8% (Vetec)

Propanol P. A. 99,0% (Vetec)

Tampdes pH 4,0 e 7,0 (Synth)
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3.3—Matériaprima

v' Olanzapina de grau farmacéutico 100,7% (Gamma®, Lote: 050201, validade:
02/2008)

3.4 — Excipientes

Diéxido de silicio coloidal (Pharma®, Lote: 3157011614, validade: 16/01/2009)
Croscarmel ose sddica (Mingai®, Lote: 60617, validade: 23/06/2009)

Celulose microcristalina 102 (Mingai®, Lote: 60938, validade: 24/09/2009)
Estearato de magnésio (Facispa®, Lote: MGUS560309, validade: 24/07/2008)

L actose anidra (Pharma®, Lote: 15065, validade: 10/08)

AN N N N

3.5—Amostras

v" Olanzapina na forma de comprimido revestido, Zyprexa®, a 10 mg (Eli Lilly and
Company, Lote: A498769, validade: 03/2011)

v" Olanzapina, a 10 mg, na forma de comprimido ndo revestido, produzida em uma
planta piloto pelo Nucleo de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do
Piaui (NTF/UFPI).

3.6— Solucdes

3.6.1 — Solucoes estoque de olanzapina

v SolucBes estoque de olanzapina a 100 mg L™ dissolveu-se 0,0100 g de
olanzapina em metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol ou acool butilico
terciario e transferiu-se quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL,
completando-se em seguida o volume.

v’ SolucBes estoque de olanzapina a 200 mg L™ dissolveu-se 0,0100 g de

olanzapina em etanol ou isopropanol e transferiu-se quantitativamente para um
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baldo volumétrico de 50 mL, completando-se em seguida o volume com 0s
respectivos solventes.

v SolucBes estoque de olanzapina a 250 mg L™ dissolveu-se 0,0125 g de
olanzapina em etanol ou isopropanol e transferiu-se quantitativamente para um
baldo volumétrico de 50 mL, completando-se em seguida o volume com 0s
respectivos solventes.

v’ SolucBes estoque de olanzapina a 500 mg L™ dissolveu-se 0,0250 g de
olanzapina em etanol ou isopropanol e transferiu-se quantitativamente para um
baldo volumétrico de 50 mL, completando-se em seguida o volume com o0s

respectivos solventes.
3.6.2— Solucéo acida e solucéo basica

v" Solucsio de &cido cloridrico (0,01 mol L™): mediu-se 0,8 mL de &cido cloridrico
concentrado, em pipeta graduada, e transferiu-se para um baldo volumétrico de
1000 mL contendo aproximadamente 500 mL de agua, em banho de gelo, apos
resfriamento compl etou-se o volume até a marca de 1000 mL.

v' Soluco de hidréxido de sodio (0,01 mol L™): dissolveu-se 0,4 g de hidréxido de
sddio em um béquer em banho de gelo e transferiu-se quantitativamente para um

bal&o volumétricos de 1000 mL completando-se em seguida o volume com agua.

3.6.3— Suspensdes dos excipientes

v' Suspensao de croscar melose sddica a 375,0 mg L™: pesou-se, em um béquer,
0,0375 g de croscarmelose sodica e adicionou-se etanol ou isopropanol e
transferiu-se quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL,
completando-se em seguida o volume com 0s respectivos solventes.

v' Suspensdo de celulose microcristalina 102 a 231,5 mg L™ pesou-se, em um
béquer, 0,0463 g de celulose microcristalina em etanol ou isopropanol e transferiu-
se quantitativamente para um baldo volumétrico de 200 mL, completando-se em

seguida o volume com os respectivos solventes.
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v' Suspensio de estearato de magnésio a 250,0 mg L™ pesou-se, em um béquer,
0,0250 g de estearato de magnésio em etanol ou isopropanol e transferiu-se
quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se em
seguida o volume com os respectivos solventes.

v' Suspensdo de diéxido de silicio coloidal a 250 mg L™: pesou-se, em um béquer,
250 mg de dioxido de silicio coloidal em etanol ou isopropanol e transferiu-se
quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se em
seguida 0 volume com os respectivos solventes.

v' Suspensdo de lactose anidra a 312,0 mg L™: pesou-se, em um béquer, 0,0312 g
de lactose anidra em etanol ou isopropanol e transferiu-se quantitativamente para
um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se em seguida o volume com os

respectivos solventes.

3.7- Preparo das amostras

3.7.1 - Olanzapina produzida na planta piloto

Pesou-se de 5 a 7 comprimidos, triturou-se e homogeneizou-se. Em
seguida, do material triturado, pesou-se cerca de 0,1235 g de amostra e dissolveu-se
em etanol ou isopropanol, sendo posteriormente transferido quantitativamente para um
bald de 50 mL obtendo uma concentracdo final de olanzapina a 100 mg L™ A
solucdo preparada foi mantida protegida da luz, a temperatura ambiente, por 30
minutos até decantacdo de todos os excipientes, sendo em seguida o sobrenadante
separado do material precipitado e reservado para andlise. Todos os espectros foram

obtidos a partir das solugdes preparadas a temperatura ambiente.
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3.7.2 — Comprimido Zyprexa®

3.7.2.1 - Procedimento 1

Pesou-se de 5 a 7 comprimidos, triturou-se e homogeneizou-se. Do
material triturado, pesou-se cerca de 0,2121 g de amostra e dissolveu-se em etanol ou
isopropanol, sendo posteriormente transferido quantitativamente para um baldo de 50
mL obtendo uma concentracdo final de olanzapinaa 100 mg L™. A solugo preparada
foi mantida protegida da luz, a temperatura ambiente, por 30 minutos até decantacdo
de todos os excipientes, sendo em seguida 0 sobrenadante separado do material

precipitado e reservado para analise.

3.7.2.2 - Procedimento 2

A solucéo preparada no procedimento 1 foi imersa em banho ultrasom
por cerca de 15 a 20 minutos e em seguida mantida protegida da luz, a temperatura
ambiente, por 30 minutos até decantacéo de todos os excipientes. Por fim separou-se 0

sobrenadante do material precipitado para anélise.

3.7.2.3 - Procedimento 3

A solucgéo preparada no procedimento 1 foi filtrada com papel de filtro
e/ou 1a de vidro sendo em seguida mantida protegida da luz, a temperatura ambiente.

O filtrado separado foi utilizado para analise.

3.7.2.4 - Procedimento 4

Pesou-se de 5 a 7 comprimidos e colocou-se em um tubo de ensaio, 0s
quais foram imersos em nitrogénio liquido por um periodo de 20 a 30 minutos, sendo
em seguida triturados em almofariz e homogeneizados. Do material triturado pesou-se

cerca de 0,2121 ¢, dissolveu-se em etanol ou isopropanol e transferiu-se
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quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL obtendo uma concentracéo
fina de olanzapina a 100 mg L™. Esta solucéo foi entdo centrifugada por um periodo
de 30 minutos a 2.500 rpm e o sobrenadante foi separado e mantido em frasco ambar
sob temperatura aproximada de 4,0 °C. Todos os espectros foram obtidos a partir das

solucBes preparadas a temperatura ambiente.

3.8 — Otimizacéo do método

3.8.1 — Parametros do equipamento

Espectrofotometro feixe duplo HITACHI-U3000

Intervalo de varredura: 190 a400 nm
Velocidade de varredura: 300 nm min™
Intervalo de leitura: 0,5 nm

Aberturade fenda: 2,0 nm

Lampada: deutério

Linha de base: system

NS N N N VR NN

Cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico

Espectrofotometro feixe duplo Techcomp-UV8500

v" Intervalo de varredura: 190 a400 nm

v" Velocidade de varredura: 60 a 3.200 nm min™ (variavel durante a obtencdo do

espectro)
v'  Aberturade fenda: <2,0 nm

<

Lampada: deutério

v Cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico
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3.8.2 —Estudo do solvente

De cada solucéo estoque de olanzapina preparada com metanol, etanol,
propanol, isopropanol, butanol ou &cool butilico tercidrio, a 100 mg L™, mediu-se com
bureta uma aliquota de 1 mL e colocou-se em um baldo volumétrico de 10 mL
completando-se em seguida o volume, obtendo uma concentracéo final de 10 mg L™,
Para o branco foi utilizado apenas o solvente.

Os melhores resultados foram obtidos quando se utilizou como solvente,
etanol ou isopropanol portanto os demais experimentos foram realizados utilizando

apenas estes dois solventes.

3.8.3 — Efeito da adicdo agua no espectro de absor ¢&o

Da cada solucdo estoque de olanzapina preparada em etanol ou
isopropanol a 100 mg L™, mediu-se com bureta aliquotas de 2,5 mL e colocou-se em
trés baldes volumétricos de 25 mL. Em seguida adicionou-se em cada baldo volumes
de solvente e &gua obtendo as seguintes concentragdes. 75%, 50% e 25% (v/v). Os
espectros obtidos foram comparados com o espectro de uma solugéo de olanzapina de

concentracdo igual, porém sem adicdo de agua.

3.8.4 — Estabilidade das solucgdes

Solugdes estoque de olanzapina a 100 mg L™ em etanol ou isopropanol
foram distribuidas em trés frascos de mesmo volume, sendo que um dos frascos era
incolor e os demais ambares. A solucéo colocada no frasco incolor foi deixada exposta
a luz e as demais foram envolvidas em papel aluminio. Destas duas solucdes
protegidas da luz, uma foi mantida a temperatura ambiente de 25,0 £ 5,0 °C e a outra
refrigerada a temperatura de 4,0 £ 3,0 °C. Destas solucdes estoque, mediu-se com
bureta aliquotas de 1 mL e colocou-se em baldes de 10 mL completando-se em

seguida o volume com solvente.

34



Parte experimental

Os espectros foram obtidos diariamente por um periodo de 10 dias e
depois a cada 5 dias, até completar 30 dias. Os resultados obtidos foram avaliados
pela andlise de variancia (ANOVA, p=0,05) no comprimento de onda de maxima
absorcéo (A max) da banda estudada e de mais 20 pontos experimentais localizados ao

redor do Apax.

3.8.5 - Efeito do pH sobre o espectro de absor ¢éo

Para os dois solventes, mediu-se com bureta 1 mL de solugGes de
olanzapina a 250 mg L™ e colocou-se em 10 baldes de 25 mL. Em seguida, para
obtencdo do pH é&cido, adicionou-se em 5 balGes, utilizando a micropipeta , volumes
que variaram de 10 a 1000 pL de solugdes de HCl a 0,01 mol L™ e 10 mL de &gua
destilada medidos com bureta, completando-se em seguida o volume com solvente.
Para gjuste do pH bésico, realizou-se 0 mesmo processo substituindo HCI por NaOH.

Calibrou-se 0 pH-metro com tampdes de pH 4,0 e 7,0. Antes de cada
varredura mediu-se o pH das solucdo. Os resultados obtidos foram avaliados pela
anadlise de variancia (ANOVA, p=0,05) no comprimento de onda de méxima absorc¢éo

da banda estudada e de mais 20 pontos experimentais localizados ao redor do A .

3.8.6 — Efeito da marca do solvente

Retirou-se uma aliquota de 1 mL da soluc&o de olanzapinaa 100 mg L™
preparadas com trés diferentes marcas para etanol (Vetec, Nuclear e Synth) ou
isopropanol (Vetec, Reagen e Synth) e colocou-se em baldes de 10 mL, obtendo
concentracdes finais de 10 mg L™*. Asleituras foram realizadas & temperatura ambiente
e os resultados obtidos foram avaliados pela andlise de variancia (ANOV A, p=0,05) no
comprimento de onda de méxima absorcdo da banda estudada e de mais 20 pontos

experimentais localizados ao redor do Apax-

35



Parte experimental

3.8.7 — Estudo dos excipientes (seletividade)

As concentragbes das suspensdes dos excipientes estudados foram
proporcionais as quantidades contida em um comprimido de olanzapina a 10 mg. Para
0 estudo da seletividade, mediu-se com bureta aliguotas de 1 mL das suspensdes de
croscarmelose sddica (375,0 mg L™) , estearato de magnésio (250,0 mg L™ ou diéxido
de silicio coloidal a(250,0 mg L™) em etanol ou isopropanol, e colocou-se em bal 6es
de 10 mL e completou-se o volume obtendo concentragdes de 3,75 mg L™, 2,5 mg L™
e a 25 mg L™ das respectivas suspensdes e realizou-se a leitura & temperatura
ambiente. Realizou-se também a leitura com as suspensdes de lactose anidra a 312,0
mg L™ e celulose microcristalina 102 a 231,5 mg L. A seletividade foi avaliada por
comparacao do perfil dos espectros dos excipientes com o espectro de uma solugéo de
olanzapinaa 10,0 mg L ™.

3.8.8 — Selecao do comprimento de onda
3.8.8.1-0Ordem zero

Aliguotas de 0,25 a 2,50 mL da solucéo de olanzapina a 200 mg L™
medidas em bureta foram diluidas em balées de 10 mL obtendo concentragdes que
variaram de 5,0 a50,0 mg L™. A leiturafoi realizada na regifo de 190 a 400 nm e os
espectros obtidos foram suavizados em 15 pontos experimentais.

Para a escolha dos comprimentos de adequado para andlise quantitativa
para 0s espectros de ordem zero levou em conta dois fatores: a obediéncia da lei de
Beer e a regido de transparéncia do solvente. Utilizando etanol como solvente as
melhores bandas foram em 272,5 nm e 226,5 nm. Em isopropanol foram as bandas em
273,0 nm e 226,5 nm.
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3.8.8.2 — Espectros derivados

Os espectros de ordem zero foram derivados com o software do préprio
aparelho (UV00) para 12 22 32 e 42 ordens, sendo que para cada ordem variou-se 0
valor de AX de 1 a 10 nm. Os espectros derivados tiveram uma melhor resolucéo
(menos ruido) e maior intensidade quando o valor de AA foi igual a 10.

Para a escolha do comprimento de onda nos espectros derivados levou-se
em conta os seguintes fatores. a obediéncia da lei de Beer e aumento da sensibilidade.
Para a 12 ordem em AX =10 utilizou-se a banda em 296,5 nm, em etanol, e em 297,0 nm,
em isopropanol. Para a 22 derivada escolheu-se os comprimentos de onda 310,0 nm e
275,0 nm, em etanol e 310 nm e 275,5 nm, em isopropanol. No caso da 32 ordem de
derivada foram selecionados 290,5 nm e 260,5 nm, em etanol, e em 290,5 nm e 267,0,
nm em isopropanol. Na 42 ordem os comprimentos de onda utiizados foram 301,0 nm

e 278,5 para etanol e 300,5 nm e 278,5 nm para isopropanol.

3.8.8.3—Método de duplo comprimento de onda

Para este método foram usados dois comprimentos de onda, 0 de méxima
absorcéo da olanzapina, A, (272,5 nm em etanol e 273,0 nm em isopropanol) e outro
de mesma absortividade a do comprimento de maxima absor¢do da olanzapina que
apenas os interferentes absorviam, A; (320 nm).

A absorbancia da olanzapina, livre de interferéncia dos excipientes foi
calculada da seguinte forma:

A4 = A;5- Ay
onde: 44 é a absorbancia da olanzapina, A,, é a absorbancia total (olanzapina +

excipiente) e A, € a absorbancia do excipiente.

3.8.9—-Linearidade

O estudo da linearidade foi realizado, para os dois solventes, na faixa de

concentracdo de 5,0 a50,0 mg L™. A linearidade, tanto para ordem zero como para os
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métodos derivados, foi avaliada nos comprimentos de onda escolhidos para andlise
guantitativa construindo-se uma curva de calibracéo utilizando o método dos minimos
quadrados, plotando-se os valores do sina obtido no comprimento de onda adequado
dos espectros em funcéo da concentracéo.

No caso do método de duplo comprimento de onda, para os dois
solventes, foi realizado o procedimento descrito no item 3.8.8.3 nafaixa de 5,0 a 50,0
mg L™ nos espectros de ordem zero. A linearidade foi avaliada construindo-se uma
curva de calibragdo utilizando o método dos minimos quadrados, plotando-se os

valores de AA obtidos em fungédo da concentragao.
3.8.10 — Limites de Deteccao e Quantificacdo

Os limites de deteccdo e quantificacdo, em ambos os solventes, foram
calculados, respectivamente, pelas expressdes. LOD = 3,3.%, eL0Q = 10.%, ondes é

a estimativa do desvio padrdo do sinal do branco e b € a inclinagéo ou coeficiente
angular da curva de calibracdo. Para obtencdo destes limites foram obtidos 21
espectros do branco (Ribani et al., 2004).

Para os métodos empregando as derivadas os 21 espectros do branco
foram derivados para 12 22 32 e 42 derivada utilizando A\ =10. Para o método duplo
comprimento de onda foi realizado o procedimento descrito no item 3.8.8.3 nos 21

espectros obtidos do branco.
3.8.11 — Exatidao

A exatiddo dos métodos em etanol e isopropanol foi avaliada segundo o
teste de adicéo e recuperacdo de padrédo em trés niveis de concentracdo (ANVISA,
2003). Para o comprimido Zyprexa®, transferiu-se quantitativamente cerca de 0,1061
g de comprimido para trés balées volumétricos de 25 mL. Adicionou-se utilizando a
bureta volumes de 2,5; 5,0 e 7,5 mL da solucéo padréo estoque de concentragéo 500
mg L. Apés o volume completado a solucdo foi centrifugada por um periodo de 30

minutos a 2.500 rpm. Por fim, aliquotas de 1,0 mL das trés solu¢Oes sobrenadantes
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medidas com bureta foram transferidas para trés baldes de 10 mL, obtendo-se no final
concentragdes de 5,0; 10.0; 15,0 mg L™ do padréo e 10,0 mg L™ de olanzapina na
amostra.

Para os comprimidos produzidos na planta piloto adicionou-se em trés
bal6es de 10 mL, volumes de 0,5 mL de solucéo sobrenadante da amostra decantada a
200 mg L™ evolumes de 0,5; 1,0 e 1,5 mL de soluc&o padrdo a 100 mg L™ utilizando a
bureta, obtendo no final concentracdes de 5,0; 10.0; 15,0 mg L™ do padréo e 10,0 mg
L™ de olanzapina na amostra. Estes processos foram reaizados em triplicata e a

exatiddo dos métodos foi dada em termos de porcentagem de recuperacao.

3.8.12 — Precisao

Os ensaios de precisdo, em etanol e isopropanol, foram realizados com
amostras do comprimido Zyprexa® em trés niveis de concentracio e em triplicata,
através do valor do desvio padrédo relativo (DPR). As solucdes estogue foram
preparadas conforme o procedimento do item 3.7.2.4.

Para a precisdo intra-dia, 0,5, 1,0 e 1,5 mL da solucdo estoque da
amostra a 100 mg L™ medidos com bureta foram diluidas a 10,0 mL obtendo
concentracdes finais de 5,0; 10.0; 15,0 mgL ™ de olanzapina.

A precisdo inter-dia foi realizada em outro dia no mesmo laboratério. A
precisdo inter-analista foi realizada por um outro analista, em outro dia, no mesmo
laboratério. Os ensaios inter-laboratoriais foram feitos no laboratorio da Farmacia
Escola da UFPI por um terceiro andista. Para todos os experimentos adotou-se a
mesma metodologia e a concordancia entre os resultados foi avaliada comparando-se
os valores de DPR obtidos entre cada ensaio, em cada nivel, através do teste t pareado
eteste F (p=0,05).
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4 - RESULTADOSE DISCUSSAO

Atualmente a olanzapina ndo esta descrita em nenhum compéndio oficial
e, portanto, ndo possui nenhum método oficial para identificala e quantificdla nas
especialidades farmacéuticas comercializadas no mercado.

A maioria dos métodos descritos na literatura empregam equipamentos
caros, reagentes toxicos e procedimentos demasiadamente complexos e demorados que
tornam os métodos pouco acessiveis e em al guns casos pouco Viaveis.

A proposta deste trabalho € de desenvolver e validar métodos que sejam
mais simples, baratos e acessiveis para quantificar a olanzapina em amostras

comercias naforma de comprimidos.

4.1 - Escolha do solvente

A escolha do solvente € um passo importante na andlise
espectrofotomeétrica, pois as caracteristicas principais da banda obtida, tais como
posicdo e intensidade, dependem intimamente do meio em que a espécie absorvente se
encontra (Rouessac et a., 2007; Pavia et a., 2001). O solvente utilizado deve ter,
entre outras caracteristicas, a capacidade de solubilizar o analito de maneira
apreciavel, ndo oferecer risco a salde do analista e apresentar transparéncia na regiao
espectral onde a andlise esta sendo realizada (Owen, 2000).

A molécula de olanzapina é insolivel em &gua, mas em meio &cido
apresenta boa solubilidade devido a uma reacéo acido-base entre a molécula e 0 meio
(Firdous et a., 2005; Krebs et a. 2006). Ela também é soluvel em alcodis através da
formagdo de ligagBes de hidrogénio do tipo O-H"N, N-H"O e C-H"O (Wawrzycka-
Gorczycaet al., 2004; Wawrzycka-Gorczycaet al., 2007).

Firdous et al. (2005) testou diferentes tipos de solventes para solubilizar
a olanzapina, tais como: benzeno, hexano, acetona, cloroférmio, metanol, etanol e
isopropanol. Segundo ele, os solventes que melhor solubilizaram a olanzapina foram
metanol e etanol, utilizando posteriormente apenas o metanol devido sua maior

estabilidade naregido do UV. A grande maioria dos trabalhos descritos na literatura
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para analise de olanzapina utiliza metanol como solvente (Firdous et al., 2005;
Saracino et al., 2006; Raggi et al., 2000; Nirogui, et al., 2006, Rao et al., 2008;
Sabionni et a., 2004). Alguns autores, no entanto, utilizam solucdes diluidas de
H,SO, para solubilizar a substancia e auxiliar a agéo de agentes oxidantes sobre a
molécula (Krebs et al. 2006; Jasifiska et al., 2003; Mohamed et al., 2008).

Neste trabalho optou-se por estudar, como solventes, 0s seguintes
alcodis. metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol e dcool butilico terciario,
levando em conta aspectos como solubilidade, toxicidade e absor¢éo naregido do UV.

Dos solventes testados, todos se mostraram eficientes para solubilizar a
olanzapina, porém, observou-se que, metanol, etanol, propanol, isopropanol
solubilizaram a molécula com maior facilidade do que butanol e &cool butilico
tercidrio. A Figura 4.1 mostra o espectros das solucdes diluidas 10 mg L™ em cada
solvente estudado, nota-se, que nos solventes metanol, etanol e propanol aparecem trés
bandas de absorcdo enquanto que em isopropanol, butanol e alcool butilico terciario

aparecem apenas duas.

1,0

—— metanol
—— etanaol
n-propanol
—— iso-propanol
t-butanol
— n-butanol

Absorbancia

0,0 : : : : : : — ——

I I I I I I I I
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Comprimento de onda (hm)

FIGURA 4.1 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em diversos solventes

Os espectros de olanzapina mostram bandas de absor¢do nas regides

entre 270 e 280 nm, 220 e 230 nm e abaixo de 210 nm. Estas bandas sdo resultados de
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transicbes do tipo n—z* e 7—x* que ocorrem na regido de 200 a 700 nm e sdo
caracteristicas de mol éculas organicas (Kemp, 1991).

O solvente metanol foi utilizado para um teste comparativo, umavez que
Firdous et al. (2005) e Raggi et a. (2000) obtiveram bons resultados na andlise de
olanzapina na regido do UV utilizando o mesmo como solvente. Entretanto este
solvente foi descartado de uso devido a suatoxicidade.

Utilizando os solventes de quatro a&omos de carbono (butanol e & cool
butilico terciario) observou-se que as solugdes obtidas apresentavam certa viscosidade
0 gue prejudicava as etapas de diluicéo e, portanto, posteriormente foram descartados
para uso.

As bandas produzidas pel o espectro de olanzapina em isopropanol foram
as que tiveram maior intensidade nas regides citadas. O espectro de olanzapina em
propanol apresentou-se bastante similar a0 espectro de olanzapina em etanol, no
entanto com bandas de menor intensidade, portanto optou-se ndo utilizar propanol para
analise espectrofotométrica.

Em funcdo destes aspectos, os solventes escolhidos para o estudo
guantitativo de olanzapina foram etanol e isopropanol por apresentarem as melhores

caracteristicas para uso como solvente espectrofotométrico e menor toxicidade.

4.2 - Escolha do comprimento de onda para analise quantitativa

O comprimento de onda escolhido para andlise quantitativa deve ser o
que corresponda a banda de maior absorcéo, ou sgja, 0 de maior sensibilidade. Neste
ponto, em virtude da sua forma “achatada’, as medidas s80 menos sensiveis as
pequenas variagdes de leitura do instrumento de medida e, portanto, menos sujeitas a
incertezas que possam levar adesvios dalei de Beer (Skoog et al., 2002).

Para escolha dos comprimentos de onda a serem estudados levou-se em
conta dois fatores importantes. a obediéncia da lei de Beer, ou sga, a maior
concentracdo em que o referido analito tem uma relacdo linear com a absorbancia e a
regido de transparéncia do solvente (Skoog et al., 2002; Owen, 2000). Este estudo foi
realizado na faixa de concentracdo de 5,0 a50,0 mg L,

42



Resultados e Discusséao

Em etanol, nas menores concentracfes, 0 espectro de absor¢cdo no UV
(Figura 4.2) possui trés bandas bem definidas (272,5 nm; 226,5 nm; 208,5 nm) que em
principio podem ser usadas para analise quantitativa. No entanto, com o aumento da
concentracgéo, a banda a 208,5 nm sobrepde a banda em 226,5 nm resultando na juncéo
das duas bandas.

Na Figura 4.3 é possivel se observar que em 208,5 nm a absorbancia
possui uma relacdo linear com a concentracdo somente até a concentracéo de cerca de
30,0 mg L™*, perdendo a linearidade em concentracdes maiores que este valor,
caracterizando um desvio real dalei de Beer (Skoog et a., 2002).

Outro fator a ser destacado € que o comprimento de onda minimo
recomendado para se trabalhar com etanol como solvente naregido do UV é 210,0 nm,
pois abaixo deste o solvente pode apresentar absorcdo e interferir no sinal da espécie
absorvente. Portanto, em funcéo destes fatores, optou-se por ndo estudar esta banda
(Silverstein et al., 1994; Gongalves, 2001).

35 —50mgL"
30 —
25 —
2,01

1,54

Absorbancia

1,0

0,5

0,0-

T T T T
200 250 300 350
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.2 — Espectro de olanzapina em etanol em concentrages crescentes
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FIGURA 4.3 — Linearidade da olanzapina em etanol com 0 aumento da concentracéo

Para as demais bandas do espectro de olanzapina em etanol, foi
observado a obediéncia alei de Beer (Figura4.3) até 50,0 mg L™ em 272,5 nm e até
45 mg L™ para a banda em 226,5 nm. Estas duas bandas foram escolhidas para as
analises quantitativas.

Utilizando isopropanol como solvente (Figura 4.4) apenas duas bandas
s80 observadas, uma em 273,0 nm e outra em 226,5 nm. Nota-se que ambas as bandas,
apresentam uma boa relacéo linear entre absorbancia e concentracéo, o que é melhor
visualizado atraves do grafico da Figura4.5.

Os espectros de olanzapina na concentracdo de 50,0 mg L™ em ambos os
solventes comegaram a apresentar um leve ruido nos seus picos maximos de absorcéo
devido as limitagdo do aparelho. Porém, este problema foi contornado através da
suavizacdo de 15 pontos espectrais (Owen, 2000; Savitzky et al., 1964) com o
software do préprio aparelho melhorando a qualidade dos espectros obtidos.
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FIGURA 4.4 — Espectro de olanzapina em isopropanol em concentragdes crescentes
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FIGURA 4.5 - Linearidade da olanzapina em isopropanol com o aumento da

concentracéo.
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4.3 — Efeito da agua no espectro de absor cdo

A &agua destilada teoricamente € o0 solvente ideal para anadlise
espectrof otomeétrica, pois é bastante acessivel, representa baixo custo para analise, ndo
€ toxica e é transparente até cerca de 190,0 nm. Porém, seu uso é limitado devido ao
fato de ndo solubilizar alguns compostos organicos como, por exemplo, a propria
olanzapina (Owen, 2000).

A interagdo entre a molécula de olanzapina alcool e aguafoi descrita por
Wawrzycka-Gorczyca et a. (2004 e 2007) como sendo a formagdo de um solvato
através de ligacbes de hidrogénio. Nirogi et al. (2006) diluiu metanol em agua
destilada obtendo uma concentracéo de 50% v/v para solubilizar amostras de plasma
gue continham olanzapina para andlise em HPLC. Rao et a. (2008) recentemente
utilizou metanol diluido em agua destilada a 30 % v/v para solubilizar olanzapina para
detectar impurezas na mesma por HPLC.

O solvente diluido em &gua pode ser utilizado como aternativa para
minimizar 0os custos da andlise, pois teria um menor gasto com solvente. Neste
trabalho optou-se por diluir os solventes em &gua destilada obtendo concentragcdes de
75%, 50% e 25% V/v.

Observa-se na Figura 4.6 que, tanto na banda em 272,5 nm quanto na
banda em 226,5 nm, ocorre uma diminuicdo na intensidade da absor¢éo (efeito
hipocrdmico) com a adicdo de agua. Nota-se também que em 2725 nm ha um
deslocamento da banda para comprimentos de ondas menores (hipsocrdmico) gque esta
relacionado com o aumento da polaridade do meio (Kemp, 1991; Silverstein et al.,
1994).

O aumento da polaridade do meio afeta as transi¢bes do tipo n—z* em
funcdo do aumento do grau de solvatacdo dos elétrons ndo ligantes n. Isso causa uma
diminuicdo de energia do orbital n, ficando mais afastado do orbital z*, necessitando
de maior energia para que ocorra a transicdo, que passa a ocorrer em regides mais
energéticas (Skoog et al, 2002; Goncalves, 2001).
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FIGURA 4.6 — Espectros de olanzapina a 10 mg L™ em diferentes proporcdes de

etanol e agua

Na banda em 226,5 nm ha um deslocamento para comprimentos de onda
maiores (batocrobmico) com o aumento da polaridade, o que é bastante comum em
transi¢des do tipo #—z* (Skoog et al, 2002). Isto ocorre porque as forgas de atracéo
entre solvente e especie absorvente diminuem os niveis de energia dos orbitas 7 e 7*,
sendo para este Ultimo de maneira mais acentuada (Kemp, 1991). Isto causa uma
diminuicdo entre seus niveis de energia e, com isso, a transicdo passa a ocorrer em
regioes menos energéticas (Silverstein et al., 1994).

Utilizando isopropanol como solvente (Figura 4.7), foi observado o
mesmo comportamento que em etanol. Isto ja era esperado uma vez que, em ambos 0s
casos, estéo envolvidos os mesmos tipo de transi¢des el etronicas nos comprimentos de
ondas citados nos dois solventes.

Com adicdo de &gua, foi observado uma diminuicdo da solubilidade da
olanzapina em ambos os meios, principamente ao se adicionar quantidades maiores
que 50%, levando a turbidez da solucdo etandlica e a precipitacdo no caso do

isopropanol.
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FIGURA 4.7 — Espectros de olanzapina a 10 mg L™ em diferentes proporcdes de

isopropanol e &gua

Na Figura 4.7 é possivel notar que o espectro de olanzapina dissolvida
em isopropanol a 25 % v/v é 0 que possui maior intensidade do sinal. Este aumento
aparente da intensidade foi provocado em fungdo do aumento da polaridade do meio.

Em func&o destes fatores, optou-se por ndo adicionar agua ao solvente

para 0 estudo quantitativo da olanzapina.
4.4 — Estabilidade da solucao estoque

As solugbes utilizadas para analise devem apresentar boa estabilidade,
pelo menos durante todo o processo analitico, para que ndo ocorram erros provenientes
da degradacdo da substéncia analisada. Muitas vezes, em andlises quantitativas de
rotina, por questdo de praticidade e até mesmo de econdmia, € importante se dispor de
uma solucéo estoque que apresente estabilidade durante um longo periodo de tempo,
um dia, uma semana ou um més, dependendo da necessidade (Ribani et al., 2004).

Os trabalhos existentes na literatura mostram o estudo da estabilidade das

solugdes padréo de olanzapina apenas com relacdo a temperatura de estocagem. DUSC
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et al. (2002) relatou em seus estudos que uma solucédo padréo de olanzapina em etanol
pode ser estével até 7 dias uma temperatura de cerca 4 °C e até por 3 meses quando
estocadas a -20 °C. Recentemente, Saracino et al. (2006) descreveu que uma solucao
estoque de olanzapina em metanol pode apresentar estabilidade por mais de um ano
guando estocada a-80 °C.

A estabilidade das solucBes de olanzapina, tanto em etanol como em
isopropanol, foram avaliadas durante um periodo de 30 dias levando em conta a
exposicao a luz e temperatura de estocagem. O estudo foi realizado a partir do
espectro de ordem zero e os resultados obtidos foram analisados através do teste
estatistico ANOVA (p=0,05) (Miller et a, 2002).

O teste mostrou que, para os dois solventes, do 1° ao 30° dia as solugdes
estocadas em locais onde permaneciam protegidas da luz, a temperatura ambiente
(25,0 = 5,0 °C) ou sob refrigeragéo (4,0£3,0 °C), permanecem com 0 sina das
absorbancias sem nenhuma alteracéo significativa.

Comparando os resultados obtidos entre os dois solventes através do
teste estatistico ANOVA (p=0,05) (Miller et a, 2002), foi observado também ndo
haver nenhuma diferenca significativa e, portanto, tanto em etanol como em
isopropanol as solugdes estoque de olanzapina podem ser estocadas durante 30 dias
sob refrigeracéo ou a temperatura ambiente, quando protegidas da luz.

Os espectros das solugbes estoque de olanzapina que foram deixadas
expostas a luz e a temperatura ambiente encontram-se nas figuras 4.8 (etanol) e 4.9
(isopropanol), que apresentaram uma diminuicdo progressivado sinal apartir do 4° dia
quando em etanol (272,5 nm) e do 10° dia com o solvente isopropanol (273,0 nm)
(Figura4.10).
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FIGURA 4.8 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em etanol na presenca de luz
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FIGURA 4.9 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em isopropanol na presencade luz
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FIGURA 4.10 - Estabilidade das solucdes de olanzapinaa 10 mg L™ em presenca de
luz: em etanol 272,5 nm (1); em etanol 226,5 nm (2); em isopropanol 273,0 nm (3) e

em isopropanol 226,5 nm (4)

A Figura 4.10 mostra o comportamento do sinal analitico da olanzapina,
nos dois solventes, em presenca de luz. Nota-se que as bandas localizadas em 226,5
nm possuem sinal instavel quando expostas a luz. No decorrer do estudo, as solugdes
de olanzapina, em ambos os solventes, adquiriram coloragdo amarelo mais intenso
identificando a decomposicdo fotoquimica da substancia. Portanto, as soluces de
olanzapina, quando estocadas, devem ser guardadas protegidas da luz, a temperatura

ambiente, para evitar fotodecomposi ¢ao da substancia.

4.5 - Efeito do pH

Uma dada metodologia deve ser capaz de resistir as pequenas variagoes
existentes no sistema estudado. Para métodos espectrof otométricos, a variacéo de pH
do meio (ANVISA, 20003) € um dos parametros utilizados para medir a sensibilidade
que o sistema possui a pequenas modificacdes das condigcdes de andlise (Ribani et al.,
2004).
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Este estudo foi realizado medindo-se a variacdo do sinal em diferentes
pH para os dois solventes. Inicialmente mediu-se o pH de duas solucdes de olanzapina
a10 mg L™ dissolvida apenas nos dois solventes, e verificou-se que em etanol o pH é
cercade 7,33 e em isopropanol 7,66.

A Figura 4.11 mostra que o comportamento do sina analitico da
olanzapina € bastante similar nos dois solventes. Através do teste estatistico ANOVA
(p=0,05) (Miller et al., 2002) observou-se que em pH acima de 8,0 ndo ha nenhuma
diferenca significativa na intensidade das absorbancias, nos comprimentos de onda

estudados, o gue mostra que o método possui uma boa toleréncia ao aumento do pH.

1,00 S
0,95 e D
0,90 3
0,85 —v—4
0,80
0,75
0,70
0,65
0,60 e
0,55
0,50
0,45
0,40

Absorbancia

2 3 4 S5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

FIGURA 4.11 - Absorbancias das solucdes de olanzapina a 10 mg L™ variando o pH:
em etanol 272,5 nm (1); em etanol 226,5 nm (2); em isopropanol 273,0 nm (3) e em
isopropanol 226,5 nm (4)

Em meio écido o sinal sofre alteragdo nas bandas estudadas, em ambos
os solventes. Em pH abaixo de 7,2 nas bandas em 272,5 nm (etanol) e 273,0 nm
(isopropanol) € observado um aumento gradual nas absorbéncias das soluctes
estudadas, e em pH abaixo de 7,3 nas bandas em 226,5 nm em ambos 0s solventes

ocorre diminui¢éo do sinal.
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Com a adicdo da solucdo de NaOH 0,01 mol L™ ndo foi observado
nenhuma modificagdo significativa no espectro de olanzapina nos dois solventes
(Figuras 4.12 e 4.13), indicando que n&o houve nenhum tipo modificagdo estrutural da
molécula. Ocorreu apenas um pequeno deslocamento hipsocromico das bandas em
272,5 nm (etanol) e 273,0 nm (isopropanol) e um deslocamento batocrdmico nas
bandas em 226,5 nm, nos dois solventes, devido ao aumento da polaridade com a
adicdo do eetrdlito (Silverstein et al., 19944).

Apesar de se observar que em pH acima de 8,0 h4 uma estabilidade no
sinal do espectro de olanzapina nas bandas estudadas, em ambos os solventes (Figura
4.11), optou-se por ndo se realizar o gjuste do pH, pois com adicéo de solucéo aquosa
de NaOH foi verificado uma pequena diminuicdo na solubilidade da olanzapina
resultando, em alguns casos, numa leveturbidez. O pH de uma solucdo de olanzapina
alomg™ é 7,33 em etanol e 7,66 em isopropanol, muito préximo da regigo onde o
sinal é estavel.

——pH7,79
pH 10,20

pH 12,34

Absorbancia

0,0 T T T I
200 250 300
Comprimento de onda (hm)

| |
350 400

FIGURA 4.12— Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em etanol em meio bésico
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FIGURA 4.13 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em isopropanol em meio basico

Em meio &cido os espectros de olanzapina, nos dois solventes (Figuras
4.14 e 4.15), sofreram modificacbes consideraveis. Além dos deslocamentos ja
esperados com o aumento da polaridade, nota-se um leve deslocamento batocromico a
medida que o pH diminui (Siverstein et al., 1994).

Um dos motivos para a ocorréncia desses fatores esta relacionado a
reacdo acido-base da molécula de olanzapina com o HClI do meio através da
protonacdo dos nitrogénios do anel diazepinico (Figura 4.16). Esta reacdo faz com que
ocorra uma deslocalizacdo de elétrons do sistema diaeico da molécula
diminuindo a energia dos estados fundamental e excitado, deslocando a banda para

comprimentos de onda menos energéticos (Siverstein et a., 1994).
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FIGURA 4.14 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em etanol em meio 4cido
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FIGURA 4.15 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em isopropanol em meio &cido
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FIGURA 4.16 — Reacdo da olanzapina em meio &cido

4.6 - Efeito da mudanca de mar ca do solvente

Outro parametro estudado para medir a sensibilidade do método as
peguenas variactes das condi¢des do sistema é a mudanca de fabricante do solvente
(ANVISA, 2003). Embora no rétulo dos reagentes indique que seja 0 mesmo produto,
pode haver pequenas diferencas no grau de pureza em funcdo da mudanca de
fabricante.

Nos ensaios em que houve modificagdo da marca dos solventes (Figuras
4.17 e 4.18) foi verificado, através do teste estatistico ANOVA (p=0,05) (Miller et al.,
2002), que ndo ha nenhuma mudanca significativa nas bandas em 272,5 nm, (etanol) e
273,0 nm (isopropanal).

Na banda em 226,5 nm, em ambos 0s solventes foi observado que, com a
mudanca de marca do solvente, ha uma variacéo na intensidade do sinal analitico nesta

regido gque pode ser atribuida ao grau de pureza.
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FIGURA 4.17 — Espectro de olanzapina a 10 mg L™ em etanol de diferentes marcas

de solvente
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FIGURA 4.18 — Espectro de olanzapina a 10 mg L™ em isopropanol de diferentes

marcas de solvente
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Em meio etandlico (Figura 4.17) foi verificado que com a mudanca de
marca ha uma diferenca na intensidade da banda em 208,5 nm, principal mente entre as
marcas Vetec e Synth, que pode ser atribuido a pureza e a diferenca de polaridade
(Kemp, 1991) do meio. Em isopropanol (Figura 4.18) foi observado o aparecimento
de uma terceira banda quando se utilizou a marca Reagem que pode estar relacionada

com as mesmas Causas.

4.7 - Estudo dos excipientes (seletividade)

Segundo a ANVISA (2003), a seletividade de um método avalia o grau
de interferéncia de outras substancias que estéo presentes na matriz da amostra. Um
método é seletivo quando € capaz de medir exatamente a composi¢do do analito em
presenca de outros componentes (L eite, 2002).

A olanzapina apresenta varios excipientes em sua composicado, sendo
necessario se verificar se 0s mesmos podem causar interferéncia na andlise
guantitativa da substancia. O estudo da seletividade foi feito utilizando alguns dos
principais excipientes empregados na fabricagdo do comprimido de olanzapina. As
concentracbes estudadas de cada excipiente foram baseadas na formulacdo de
comprimidos de olanzapina produzidos em uma planta piloto pelo NTF/UFPI, a 10
mg.

Os estudos com os excipientes mostraram que nenhum deles apresenta
solubilidade apreciavel nos solventes utilizados, foi observado que a maioria
precipitou, exceto o estearato de magnésio que permaneceu suspenso causando leve
turbidez.

A andlise visual dos espectros das solugdes dos excipientes nos solventes
estudados (Figuras 4.19 e 4.20) mostra que nenhum deles apresenta bandas de
absor¢cdo nos comprimentos de onda nos quais a olanzapina absorve, portanto néo

causam interferéncia nestes sinais.
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FIGURA 4.19 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em etanol comparado com de seus

principais excipientes
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FIGURA 4.20 — Espectro de olanzapina a 10 mg L™ em isopropanol comparado com

de seus principais excipientes
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As informagBes técnicas fornecidas pela bula do comprimido Zyprexa®
néo revelam a quantidade de todos os excipientes contidos em cada comprimido,
apenas de matéria prima e lactose, por isso um novo estudo foi realizado aumentando a
concentragdo dos excipientes.

Em concentragtes mais elevadas (Figuras 4.21 e 4.22) foi observado que
a suspensdo de estearato de magnésio torna-se mais turva levando a um aumento do
sinal analitico em toda a regido espectral, devido ao espalhamento da radiacéo pelas
particulas suspensas, 0 que pode provocar erros e afetar a exatiddo dos resultados
obtidos (Mendham et al., 2003).

—— olanzapina 10 mg L™

0,8 —— croscarmelose sédica 300 mg L™
—— diéxido de silicio 200 mg *

—— estearato de magnésio 200 mg L™*

0,6 1

0,4 1

Absorbancia

0,2 1

0,0 4—=—— , . , :
200 250 300 350
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.21 — Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em etanol comparado com de seus

principais excipientes em concetracdes mais el evadas

A interferéncia causada pel os excipientes do comprimido de olanzapina é
relatada em muitos trabalhos da literatura. A maioria dos autores gque analisa a
substancia por espectrofotometria utiliza processos mecanicos, como filtracéo,
centrifugacdo e banho ultrassom afim de minimizar os possiveis erros causados pela
presenca destes (Jasifiska et al., 2003; Firdous et al, 2005; Krebs et al., 2006; Raggi et
al, 2000; Revanasiddappa et al., 2008).
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Em razdo disto, boa parte dos trabal hos para quantificacdo de olanzapina,
sgja em formulas farmacéuticas ou em amostras biolégicas, fazem uso de métodos
cromatograficos aliados a outras técnicas para quantificar a substancia (Catlow et al,
1995; Chiu et a, 1996; Kasper et al, 1999; Raggi et a., 2001; Berna et a., 2001;
Dusci et a., 2002; Saracino et al., 2006; Nirogui et al; 2006; Basavaiah et al., 2008,
Rao et al., 2008).
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—— estearato de magnésio 200 mg L™
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FIGURA 4.22 — Espectro de olanzapina a 10 mg L™ em isopropanol comparado com

de seus principais excipientes em concetragdes mais elevadas

4.8 — Aplicacgdo da espectrofotometria derivativa

A aplicacdo da espectrofotometria derivativa até os dias atuais € uma
prética bastante util na andlise de farmacos (Rojas et a., 2009) uma vez que através
dela € possivel eliminar os sinais de possiveis interferentes, como excipientes,
aumentando a seletividade do método (Gorog, 1995).

Neste trabalho foram estudadas a derivacdo dos espectros de ordem zero
de olanzapinaa10 mg L™ para 12 22 3 e 42 derivadas, variando o A\ de 1 a 10.
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4.8.1 — Efeito do AA e da ordem da derivada no espectro

O estudo da variagdo do A\ mostrou, para ambos os solventes, que
quando AA variade 1 a 10 nm ocorre uma diminuicdo dos detalhes do espectro obtido
com a derivagdo. Observou-se que quanto maior o valor do AA, como visto nos
espectros de 12 ordem de derivada (Figuras 4.23 e 4.24), a banda se torna larga,
intensa, resultando em aumento da sensibilidade (Rocha et al., 2004). Ha também a
eliminacdo do sinal do interferente, pois a inclinagdo do sinal do excipiente possui
valor igual a zero, aumentando a seletividade.

A partir da 22 ordem (Figuras 4.25 e 4.26) e 32 ordem (Figuras 4.27 e
4.28) de derivada, o aumento do AA faz com que algumas bandas se fundam formando
uma nova banda de maior intensidade (Tsai et a., 1998). Entretanto, a partir dos
espectros de 32 ordem (Figuras 4.27 e 4.28) observou-se a presenca de ruidos abaixo
de 230 nm em valores de AL menores que 5. Estes ruidos apareceram de forma ainda
mai s pronunciada nos espectros de 42 ordem (Figuras 4.29 e 4.30) e quando o solvente
utilizado foi etanol (Figura 4.29). No entanto, com o aumento do AX, os ruidos
diminuiram e o espectro ficou com aparéncia mais suavizada (Tsai et al., 1998).

Nas Figuras 4.31 e 4.32, em etanol e isopropanol respectivamente, é
possivel notar que, com a derivagéo do espectro em AA 10, ha um aumento bastante
significativo do sinal com relagdo ao espectro de ordem zero, e que este aumento se
torna ainda mais evidente com o aumento da ordem da derivada levando a ganho na
sensibilidade, principalmente para 32 e 42 ordem de derivada.

Em virtude deste e de outros fatores citados anteriormente, escolheu-se
realizar o estudo quantitativo da olanzapina derivando os espectros com AA=10 a fim
de se melhorar a seletividade, uma vez que com derivagdo dos espectros surgem

bandas em regides onde ndo ha interferéncia por parte dos excipientes (Gorog, 1995).
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FIGURA 4.23 — Espectro derivado de 12 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em etanol

variando o valor de AL
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FIGURA 4.24 — Espectro derivado de 12 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em

isopropanol variando o valor de AL
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FIGURA 4.25 — Espectro derivado de 22 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em etanol

variando o valor de AL
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FIGURA 4.26 — Espectro derivado de 22 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em

isopropanol variando o valor de AL
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FIGURA 4.27 — Espectro derivado de 32 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em etanol
variando o valor de AL
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FIGURA 4.28 — Espectro derivado de 32 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em
isopropanol variando o valor de AL
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FIGURA 4.29 — Espectro derivado 42 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em etanol
variando o valor de AL
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FIGURA 4.30 — Espectro derivado 42 ordem de olanzapina a 10 mg L™ em
isopropanol variando o valor de AL
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FIGURA 4.31 — Espectro de ordem zero de olanzapina a 10 mg L™ em etanol e
espectros derivados (AL = 10)
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FIGURA 4.32 — Espectro de ordem zero de olanzapina a 10 mg L™ em isopropanol e

espectros derivados (AL = 10)
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4.8.2 — Escolha do A nos espectros derivados

A derivagdo do espectro de ordem zero produz (n + 1) bandas de
absorcéo na primeira derivada e a cada nova derivagéo efetuada ocorre o aumento de
mais uma banda (Karpinska, 2004). Em virtude disso, muitos picos podem aparecer
em derivadas de ordem maiores, sendo necessario entédo que se escolha aquele mais
adequado para andlise.

Como ndo ha sobreposicdo espectral entre os excipientes contidos no
comprimido e a olanzapina, a escolha do comprimento de onda levara em conta apenas
dois fatores. a obediéncia a lel de Beer (Skoog et al, 2002) e o aumento da
sensibilidade (Rocha et al., 2004).

Raggi et al. (2000) testou da 12 a 42 ordem de derivada para quantificar
olanzapina tendo como solvente metanol. Segundo ele, os melhores resultados obtidos
foram com a 12 ordem de derivada em 298,0 nm.

O espectro derivado de olanzapina para 12 ordem em Al =10 apresenta
apenas uma banda bem definida em 296,5 nm em etanol (Figura 4.33) e em 297,0 nm
em isopropanol (Figura 4.34). Estas bandas foram estudadas para andlise quantitativa
de olanzapina nos dois sol ventes.

O espectro derivado de 22 ordem de olanzapina possui 3 bandas bem
definidas nos dois solventes (Figuras 4.35 e 4.36). Percebe-se, em ambos os casos, que
a banda localizada abaixo de 260,0 nm desloca-se para comprimentos de ondas
maiores com 0 aumento da concentracdo, caracterizando um desvio da lei de Beer
(Skoog et al., 2002). Além do mais, ela tem menor intensidade quando comparado as
outras duas bandas, e portanto € menos sensivel. O estudo quantitativo de olanzapina
utilizando a 22 ordem de derivada foi realizado nos comprimentos de onda 310,0 nm e
275,0 nm em etanol (Figura4.35) e 310 nm e 275,5 nm em isopropanol (Figura 4.36).

No estudo com a 32 ordem de derivada obteve-se 4 bandas (Figuras 4.37
e 4.38) em ambos os solventes. Destas bandas, observa-se que as localizadas abaixo de
250,0 nm apresentam maior intensidade, porém se deslocam para comprimentos de
ondas maiores com 0 aumento da concentragdo, que € caracteristico de desvios da lei

de Beer (Skoog et a., 2002). A andlise quantitativa da olanzapina com a 32 ordem de
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derivadafoi realizada em 290,5 nm e 260,5 nm em etanol (Figura 4.37) e em 290,5 nm
e 267,0 nm em isopropanol (Figura 4.38).

Nos espectros derivados na 42 ordem, 5 bandas foram observadas nos
dois solventes (Figuras 4.39 e 4.40). As duas bandas situadas abaixo de 260,0 nm
deslocam para comprimentos de ondas maiores com 0 aumento da concentragao, o que
condiz um desvio da lei de Beer (Skoog et al., 2002). As bandas localizadas acima de
315,0 nm ndo sofrem nenhum desvio da lei de beer, porém tem menor intensidade
gquando comparadas as outras, tendo menor sensibilidade. As bandas escolhidas na 42
ordem para 0 estudo quantitativo de olanzapina foram 301,0 nm e 278,5 para etanol

(Figura 4.39) e 300,5 nm e 278,5 nm para isopropanol (Figura 4.40).
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15,0 mgL*
—200mgL*
250mgL*
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—350mgL"
40,0 mgL"
—450mglL*
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FIGURA 4.33 — Espectros derivados de 12 ordem de olanzapina em etanol (AL = 10)
variando a concentragao
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FIGURA 4.34 — Espectros derivados de 12 ordem de olanzapina em isopropanol (AA =

10) variando a concentragéo
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FIGURA 4.35 — Espectros derivados de 22 ordem de olanzapina em etanol (AL = 10)

variando a concentragao
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FIGURA 4.36 — Espectros derivados de 22 ordem de olanzapina em isopropanol (AA =

10) variando a concentragao
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FIGURA 4.37 — Espectros derivados de 32 ordem de olanzapina em etanol (AL = 10)

variando a concentragao
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FIGURA 4.38 — Espectros derivados de 32 ordem de olanzapina em isopropanol (AA =

10) variando a concentragao
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FIGURA 4.39 — Espectros derivados de 42 ordem de olanzapina em etanol (AL = 10)

variando a concentracao
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FIGURA 4.40 — Espectros derivados de 42 ordem de olanzapina em isopropanol (AX =

10) variando a concentragéo

4.9 — Método de duplo comprimento de onda

Outro método aplicado para eliminar interferéncias causadas por
excipientes na analise de olanzapina foi o de duplo comprimentos de onda. Ele esta
baseado no fato de que, o sina obtido por uma solucdo que contenha leve trubidez
referente a particulas em suspensdo € devido a0 somatério da absorbancia do
componente de interesse mais o sinal provocado pelo espalhamento da radiacéo.
Baseado nisto o sinal obtido pelo componente de interesse passa a ser a diferenca entre
o sinal total obtido e o sinal do interferente (Perkampus, 1992).

A Figura 4.41 mostra um espectro de olanzapina em etanol a10 mg L™.
Na amostra o aumento da absorbancia a partir de 320 nm n&o mostra a absor¢éo do
composto, mas sim causada pelo espalhamento provocado por algum interferente.
Como foi observado anteriormente, o0 excipiente estearato de magnésio forma uma
suspensao em ambos 0s solventes que causa um aumento do sinal em toda a regi&o
espectral estudada.
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FIGURA 4.41 — llustragéo da aplicacdo do método dos dois comprimentos de onda

Este método foi aplicado considerando que o sinal obtido em 272, 5 nm
para etanol é igual & soma da absorbancia da olanzapina mais o sinal provocado pelo
excipiente em suspensdo. O sina referente a olanzapina (AA) foi calculado como
sendo o sinal obtido em 272, 5 nm paraetanol (A;) menos o sinal em 320,0 nm (A,).

AA = Aza5—Az00

Em isopropanol o método foi aplicado de forma semelhante utilizando o
comprimento de onda de 273,0 nm ao invés de 272,5 como o referente a soma do sinal

da olanzapinamais o sinal provocado pelo excipiente em suspensao.

4. 10 - Linearidade, limite de deteccéo e quantificacdo

A linearidade de um método é sua capacidade de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra
dentro de um intervalo especificado (Ribeiro et al., 2008). A linearidade do método foi

avaliada pela construcéo de curvas de calibracéo obtidas por regresséo linear, através
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do método dos minimos quadrados, que fornece uma equagéo no formato y = a + bx
(Custodio, et a., 1997; Pimentel et a., 1996).

As Tabelas 4.1 e 4.2 apresentam 0s parametros das curvas de calibracéo
obtidas usando como solvente etanol e isopropanol, respectivamente. Observa-se que
as curvas de calibragdo obtiveram todos os coeficientes de correlacdo maiores que
0,9998, valor que € melhor do que o do méodo proposto por Jasifiska (2003)
utilizando a oxidagdo da olanzapina (r = 0,9983) o qual utiliza reacOes paraéelas e
requer o uso de muitos reagentes. O valor que a ANVISA (2003) estabelece é r >
0,99, portanto os métodos desenvolvidos apresentam linearidade satisfatéria.

Observa-se que, em ambos os solventes, a maioria dos métodos
apresentam linearidade até 50,0 mg L™, com excec&o dos métodos OZ em 226,5 nm e
3D em 260,5 nm em etanol (Tabela 4.1) e OZ em 226,5 nm e 3D em 361,0 nm em
isopropanol (Tabela 4.2), que apresentaram desvios da lel de Beer (Skoog et al., 2002)
abaixo desta concentracao.

Através das equacOes de reta (Tabelas 4.1 e 4.2), observa-se que tanto
em etanol como em isopropanol a aplicacdo dos métodos derivados levou um aumento
da sensibilidade, pois em todos os casos houve um aumento no valor da inclinagdo da
reta da curva de calibragdo com o aumento da ordem da derivada (Rochaet al., 2004).

O limite de deteccéo € a menor quantidade de analito presente em uma
amostra gque pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado sob as mais
diversas condicOes experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo difere do
limite de detecc&o porque exige um determinado nivel de precisdo e exatiddo aceitével
(Leite, 2002; Skoog et al. 2002).
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TABELA 4.1 - Parametros de calibracdo para os métodos analiticos propostos para

guantificar olanzapina utilizado etanol como solvente

Mecdo (o Equacao’ S . N
oz 2725 A =0003+0064C 0999 (0710 2110 50,0
oz 2265 A =0018+0076C 0999 1910 5810 45,0
1D 296,5 D1=-0,004-0116C  -09999 (0910 2310 50,0
2D 3100  D2= 0004+0108C 09999 1610 4810 50,0
2D 275,0 D2=-0,007-0,136C  -09998 1710 5110 50,0
3D 290,5 D3= 0,202 + 0,327C 09999 1610 4710 50,0
3D 260,5 D3=-0,432 - 0,327C 0999 2510 7610 40,0
4D 301,0 D4=0086-0,747C  -09999 1510 4910 50,0
4D 2785 D4= 0,077 + 0,972C 09998 1710 5010 50,0
AA A, =k AA= 0,002 + 0,059C 0,9999 0,9 10_1 28 10_1 50,0

'y = a+ bx onde: a— intercepto de x com o eixo y e b —inclinagio dareta.
OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo comprimento de
onda.
LOD: limite de deteccdo, LOQ: limite de quantificagdo, LOL: limite de linearidade
r: coeficiente de correlagdo dareta
A2t 272,5nm, A;: 320,0 nm

No estudo em etanol (Tabela 4.1) o método OZ em 272,5 nm apresentou
menores limites de deteccdo e quantificagdo 0,7 10" e 2,1 10" mg L™,
respectivamente, este de fato € decorrente do aumento darelacéo sinal/ruido do branco
com a aplicacéo da espectrofotometria derivativa, que por consequéncia, aumentou o

valor do DPR das medidas individuais. No estudo com isopropanol (Tabela 4.2) os

menores limites de deteccdo e quantificagéo observados foram 0,3 10_1 e0,8 10_1 mg L~
! para 0 método 2D em 275,5 nm. Vale ressaltar que a relagdo sinalruido do branco
aumentou a partir da 32 ordem de derivada.

Na aplicacdo do método de duplo comprimento de onda, observa-se que
houve uma pequena diminuicdo da sensibilidade com relacéo ao espectro de ordem

zero devido adiminuic&o do sinal analitico apos eliminagdo do interferente.
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TABELA 4.2 - Parametros de calibracdo para os métodos analiticos propostos para

quantificar olanzapina utilizado isopropanol como solvente

Método (n?n) Equacdo r (n:gg)l?l) (n:;)l?_l) (nl;é)ll_'_l)
oz 2730 A = 0026+0064C 09999 1710 5110 50,0
oz 2265 A =0043+0075C 09998 2110 6210 45,0
1D 297,0 D1=-0,029-0,116C  -09999 1110 3210 50,0
2D 310,0 D2= 0029+0,110C 09999 0410 1210 50,0
2D 2755 D2=-0,036-0,140C  -09999 (310 0810 50,0
3D 290,5 D3= 0079+0346C 0999 0310 0910 50,0
3D 261,0 D3=-0,558 - 0,341C 0999 0510 1610 45,0
4D 300,5 D4=0281-0,790C  -09999 (510 1510 50,0
4D 2785 D4= 0,599 + 1,062C 09998 0310 1010 50,0
AA A=A AA= 0013+0060C 09999 1010 2910 50,0

'y = a+ bx onde: a— intercepto de x com o eixo y e b —inclinagio dareta.
OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método duplo comprimento de onda.
LOD: limite de deteccéo, LOQ: limite de quantificagdo, LOL: limite de linearidade
r: coeficiente de correlagdo dareta
A2:273,0 nm, A;:320,0 nm

Comparado os resultados obtidos com alguns métodos existentes na
literatura, os valores de LOQ sdo menores que os dos métodos espectrof otométricos,
que utilizam reagentes téxicos e reacdes paralelas (> 0,5 ug mL™) (Raggi et al. 2000;
Krebs et a. 2006), elétroforéticos (> 0,3 ug mL™) e voltamétricos (> 3,0 pg mL™)
(Raggi et a. 2000), porém um pouco maiores quando comparados aos metodos
cromatogréficos (HPL C) que apresentam valores inferiores a 10 ng mL™, entretanto os
métodos cromatograficos s8o mais caros do que 0s espectrof otomeétricos (Saracino et
al., 2006; Nirogi et al., 2006).

A linearidade foi avaliada apenas até 50,0 mg L™ devido as limitacdes do
espectrofotdmetro utilizado. As solucges utilizadas em todos os estudos tiveram
concentrages superiores a 5,0 mg L™, bem maiores que os limites de quantificacio e

deteccdo encontrados.
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4. 11 — Andlise quantitativa

4.11.1- Preparo da amostra

A amostra produzida na planta piloto do NTFUFPI ndo possui
revestimento, assim ela foi facilmente triturada e homogeneizada. Logo apds a sua
solubilizagcdo observou-se um pouco de material suspenso e o restante precipitado.
Apobs cerca de 30 minutos a solugdo tornou-se limpida, devido a decantacdo dos
excipientes.

A amostra de comprimido Zyprexa® possui um revestimento, que
durante o processo de trituracdo deixa particulas de tamanhos variaveis, tornando a
amostra pouco homogénea o que pode afetar diretamente na reprodutibilidade das
réplicas amostrais. Outro problema observado foi que, ao serem dissolvidas em ambos
os solventes, formaram suspensdes com forte turbidez, que podem estar relacionadas
as particulas em suspensdo do excipiente estearato de magneésio.

Uma alternativa encontrada para obter uma melhor trituragdo do
comprimido Zyprexa® e resolver o problema da baixa homogeneidade da amostra foi
congelar os comprimidos em nitrogénio liquido por cerca de 20 a 30 minutos. Apés
este periodo, 0 revestimento tornou-se quebradico possibilitando sua trituracdo e
mel hor homogenei zacéo.

Em relacéo ao efeito dos excipientes, alguns autores que utilizaram esta
amostra redlizaram técnicas como extracdo, guste do pH, agitacdo em banho
ultrassom (Raggi et al., 2000), filtracdo (Krebs et al., 2006; Revanasiddappa et a,
2008) e centrifugacédo (Jasifiska et al, 2003; Firdous et a., 2005) afim de se eliminar
0s sinais dos excipientes.

Neste trabalho foi testado 0 uso do banho ultrassom para tentar dissolver
os excipientes e afiltracdo em papel defiltro e la de vidro para a separagéo. Utilizando
0 banho ultrassom observou-se n&o haver nenhuma melhora no espectro de olanzapina,
inclusve em aguns casos houve uma diminuicdo drastica do sina obtido,
provavelmente causada pela degradacdo da substancia em virtude do aumento da

temperatura causado pelo ultrassom. O processo de filtragdo com papel filtro foi
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bastante demorado (cerca de 2 horas) e pouco eficiente na separacdo. Utilizando a la
de vidro afiltracdo foi mais rapida, no entanto menos eficiente que em papel filtro.

Por fim, centrifugou-se a suspensdo da amostra, com iSso 0S excipientes
precipitaram de forma eficiente e a solugéo sobrenadante obtida apresentou aspecto

amarel o transparente.

4.11.2 — Exatidao

A exatiddo de um dado método analitico representa o grau de
concordancia entre resultados individuais encontrados e um valor aceito como
referéncia (ANVISA, 2003). Um método com boa exatiddo sugere que ndo ha erros
sistematicos inerentes ao processo (Mendhan et al., 2002).

Os primeiros ensaios com as duas amostras foram realizados preparando
as solucdes estoque e deixando em repouso por um periodo de 30 minutos protegida da
luz. ApGs este periodo, de cada solucdo, foi retirado apenas o sobrenadante para as
etapas de diluicdo das solucOes para andlise. As Figuras 4.42 e 4.43 ilustram a
interferéncia causada pelos excipientes na amostras de comprimido Zyprexa®
comparado a amostra produzida na planta piloto NTF e uma solugdo de olanzapina.

Para 0 Zyprexa® observa-se que a acso dos excipientes ocorre durante
toda a faixa espectra (Figuras 4.42 e 4.43) aumentado a linha de base e
consequentemente o sinal da referida amostra nos comprimentos de onda estudados.
O grau de interferéncia das substancias presentes foi analisado através do método de
adicdo e recuperacdo de padréo (Ribani et al, 2004) em trés niveis diferentes e os
resultados encontram-se nas Tabelas 4.3 e 4. 4.

Na amostra produzida em planta piloto pelo NTF/UFPI, ndo foi
observado interferéncia significativa pelos excipientes do comprimido, pois as
recuperacOes ficaram entre 99 e 105 % em etanol e entre 98 e 104 % em isopropanal.
Percebe-se também que esta amostra € mais homogénea, e, portanto a amostragem é

mais reprodutivel, pois os valores de DPR foram menores que 5,0% (Tabela 4.3).
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FIGURA 4.42— Espectro de olanzapina a 10 mg L™ em etanol comparado com os

espectros das amostras comerciais na mesma concentracéo
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FIGURA 4.43— Espectro de olanzapinaa 10 mg L™ em isopropanol comparado com os

espectros das amostras comercials na mesma concentragéo
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TABELA 4.3 - Teste de adicéo e recuperacdo de padréo para 0s métodos propostos

para a amostra na planta piloto utilizando o sobrenadante

Etanol | sopropanol

Método  Adicionado Rec. Rec. DPR Método Adicionado Rec. Rec. DPR
(h,nm)  (mglh)  (mglY) (%) (%) (hnm)  (mglh) (mol™) (%) (%)
o7 51 53 104 1,3 o7 51 5,2 101 3,2
(272.5) 10,2 10,1 100 2,1 (273.0) 10,2 10,1 99 2,2
15,3 15,3 101 0,1 15,3 154 101 1,7
o7 51 51 100 2,8 o7 51 51 99 49
(226,5) 10,2 10,1 100 1,2 (226,5) 10,2 10,0 98 1,9
15,3 154 101 1,9 15,3 15,3 99 11
1D 51 51 100 0,5 1D 51 51 99 3,3
(296,5) 10,2 10,3 100 0,3 (297.0) 10,2 10,0 99 1,0
’ 15,3 154 100 0,9 ’ 15,3 154 101 1,0
D 51 53 103 2,3 D 51 52 103 2,8
(310,0) 10,2 10,3 100 1,6 (310,0) 10,2 10,1 99 14
15,3 15,4 100 0,6 15,3 15,1 99 1,9
D 51 52 101 29 o7 51 50 99 1,7
(275,0) 10,2 10,3 101 1,6 (275.5) 10,2 10,1 100 0,4
’ 15,3 15,3 100 0,8 ' 15,3 15,1 99 0,7
D 51 53 103 1,7 D 51 52 102 1,7
(200,5) 10,2 10,3 101 1,6 (200,5) 10,2 10,1 99 1,6
15,3 15,2 100 1,3 15,3 15,1 98 15
D 51 53 105 3,3 D 51 52 102 3,0
(260,5) 10,2 10,2 100 1,6 (261,0) 10,2 10,3 100 1,9
’ 15,3 15,3 100 0,8 ’ 15,3 15,5 101 1,2
D 51 52 101 1,7 D 51 53 104 29
(301,0) 10,2 10,2 100 1,6 (300,5) 10,2 104 102 0,7
’ 15,3 15,1 99 11 ’ 15,3 15,0 98 11
D 51 52 102 2,7 D 51 50 97 4,1
(278.5) 10,2 104 101 11 (278.5) 10,2 10,0 98 1,9
’ 15,3 15,2 100 0,9 ’ 15,3 15,0 98 1,3
Moge ma m a1 M s mi w16

(A2- A1) ’ ' ' (A2- A1) ' ’ '

15,3 154 100 0,2 15,3 155 101 0,7

OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo comprimento de
onda

DPR: Desvio padréo relativo

A2: 272,5 nm (etanol), L,: 273,0 nm (isso-propanol) A,: 320,0 nm

As particulas em suspensdo causam grande interferéncia na andlise do
comprimido Zyprexa®, pois as recuperacdes obtidas (Tabela 4.4) para os métodos, em
ambos 0s solventes, para ordem zero tiveram valores que variaram de 110 a 115 % em
funcdo do espalhamento da radiagdo. Observa-se que nem mesmo empregando o

método de duplo comprimento de onda foram eliminados o efeito dos interferentes, o
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gue provocou um significativo aumento no sinal, que € caracteristico de um erro
sistemético (Mendhan et al., 2002).

TABELA 4.4 - Teste de adicéo e recuperacao de padréo para 0s métodos propostos

para o comprimido Zyprexa® utilizando o sobrenadante

Etanol |sopropanol
Método  Adicionado Rec. Rec. DPR Método Adicionado Rec. Rec. DPR
(A, nm) (mgL™)  (mgL™) (%) (%) (,nm)  (mgLh)  (mgL?) (%) (%)
07 50 56 113 54 07 50 57 113 9,2
(272,5) 10,0 115 115 8,0 (273,0) 10,0 114 114 10,4
' 15,0 17,0 113 39 ' 15,0 16,9 113 74
07 50 57 114 6,1 0z 50 55 110 6,4
(226,5) 10,0 11,1 111 50 (226,5) 10,0 111 111 8,0
15,0 16,6 111 8,7 15,0 17,0 113 58
1D 50 55 110 44 1D 50 54 108 4,7
(296,5) 10,0 10,7 107 59 (297.0) 10,0 10,9 108 6,6
15,0 16,4 109 54 15,0 16,1 107 7,1
D 50 54 108 4,0 D 50 54 107 58
(310,0) 10,0 10,9 109 6,0 (310,0) 10,0 10,9 109 91
’ 15,0 16,5 110 48 ’ 15,0 16,3 108 7.8
D 50 55 109 74 D 50 55 110 49
(275,0) 10,0 11,0 110 54 (275,5) 10,0 10,8 108 6,7
' 15,0 16,3 108 9,0 ' 15,0 16,5 110 4,0
D 50 58 115 8,4 3D 50 57 115 91
(290,5) 10,0 11,0 110 4,8 (290,5) 10,0 114 114 55
15,0 16,5 110 6,6 15,0 16,4 109 39
D 50 57 114 6,4 3D 50 56 112 10,1
(260,5) 10,0 111 111 9,5 (261,0) 10,0 11,7 117 74
15,0 16,9 112 59 15,0 16,8 112 58
4D 50 56 113 8,6 4D 50 56 112 6,7
(301,0) 10,0 111 111 7,1 (300,5) 10,0 11,6 116 7,3
15,0 16,9 113 8,3 15,0 17,0 113 6,0
4D 50 58 116 6,7 4D 50 58 115 7,3
(278,5) 10,0 11,7 118 9,3 (278,5) 10,0 11,7 117 9,0
15,0 17,0 113 5,6 15,0 17,2 114 51
AA 50 57 113 79 AA 50 57 115 4,3
O‘z' )”1) 10,0 11,3 113 6,9 O‘z -)”1) 10,0 11,0 110 7,2

15,0 17,2 115 6,4 15,0 171 114 5,6

OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo comprimento de
onda
DPR: Desvio padréo relativo
A2: 272,5 nm (etanol), L,: 273,0 nm (isso-propanol) A,: 320,0 nm
E possivel perceber também na Tabela 4.4 o quanto a heterogeneidade da

amostra de Zyprexa®afeta na sua andlise. O valor de DPR referente as replicatas, em
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cada nivel, ficou entre 3,9 e 10,4%, mostrando o baixo grau de reprodutibilidade.
Mesmo aplicando métodos derivativos, houve apenas uma pequena diminuicdo no
sinal dos interferentes apresentando recuperactes entre 107 e 117 %, porém, ainda
com um elevado valor de DPR.

Apbs os processo de congelamento e centrifugacdo das amostras de
comprimido Zyprexa®, as recuperacdes (Tabela 4.5) com o solvente etanol, nos trés
niveis de concentracéo, variaram de 97 % a 103 % e com isopropanol tiveram uma
variagdo de recuperacdo entre 97 % e 105 %.

Isto mostra que, durante 0 processo de separacdo dos excipientes ndo
houve perdas de padréo adicionado e as diferencas obtidas nos valores de recuperagéo
podem estar relacionadas a erros de carater aleatorio (Mendham et al., 2002). Observa-
se também uma diminui¢do no valor do DPR (< 5%) mostrando que a amostra ficou
mais homogénea (Tabela 4.5).

Foi observado, em todos os casos, que a partir da 32 ordem de derivada,
0S espectros apresentaram ruido, mesmo quando suavizados antes da derivagéo. Todos
0S métodos apresentaram exatiddo satisfatoria, e, segundo o teste estatistico ANOVA
(p=0,05) (Miller et al., 2002), n&o apresentam diferencas significativas.

Os métodos apresentam exatiddo equivalente aos métodos
espectrof otométricos propostos por Firdous et a. (2005), Revanassidappa et a. (2008),
Jasifiska (2003), Mohamed (2008), e Raggi et a. (2000), entretanto, sdo mais rapidos,
pois envolvem menos etapas no preparo da amostra. As recuperagOes obtidas foram
melhores que o método proposto por Krebs et a. (2006) para quantificar olanzapina

em amostras farmacéuticas que tem um interval o de recuperacéo entre 94 a 96 %.
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TABELA 4.5 - Teste de adicéo e recuperacdo de padréo para 0s métodos propostos

para o comprimido Zyprexa® utilizando o sobrenadante apds centrifugacdo

Etanol Isopropanol
Méodo  Adicionado Rec. Rec. DPR Método Adicionado Rec. Rec. DPR
(O,nm)  (mgLh)  (mgLh) (%) (%) (L,nm)  (mgLh)  (mgL?) (%) (%)
07 50 50 100 19 07 50 49 99 40
(2725) 10,0 10,1 101 0,6 (2730) 10,0 10,0 99 2,9
15,0 15,1 101 0,9 15,0 15,2 101 11
07 50 51 101 34 07 50 51 103 1,8
(226.5) 10,0 10,1 101 0,9 (226.5) 10,0 9,9 99 2,9
15,0 15,3 101 1,0 15,0 15,1 101 2,0
1D 50 50 99 11 1D 50 4,9 99 23
(296,5) 10,0 10,0 100 0,9 (297,0) 10,0 9,9 99 0,9
’ 15,0 15,1 101 0,9 ’ 15,0 14,9 99 1,2
oD 50 49 98 1,1 oD 5,0 52 103 2,8
(310,0) 10,0 10,0 100 2,2 (310,0) 10,0 10,6 102 1,0
15,0 15,0 100 0,8 15,0 15,3 102 0,4
2D 50 52 101 2,2 07 50 50 99 34
(275.0) 10,0 10,3 101 2,7 (2755) 10,0 10,1 101 1,8
’ 15,0 15,3 100 1,3 ’ 15,0 15,2 101 14
D 50 49 98 14 3D 50 51 102 47
(2905) 10,0 10,0 100 1,7 (2905) 10,0 10,1 101 2,0
’ 15,0 14,9 99 0,2 ’ 15,0 15,2 101 2,0
D 50 51 101 14 3D 50 52 105 2,6
(2605) 10,0 10,3 103 1,2 (261,0) 10,0 10,0 100 2,0
’ 15,0 15,2 101 0,6 ’ 15,0 15,4 103 0,7
4D 50 4,9 98 1,8 4D 50 52 104 2,4
(301,0) 10,0 9,9 99 2,2 (3005) 10,0 10,2 102 1,3
’ 15,0 14,7 98 0,4 ’ 15,0 15,4 102 1,0
4D 50 49 97 1,3 4D 50 49 97 4.4
(2785) 10,0 10,2 102 1,1 (2785) 10,0 9,8 98 2,3
15,0 15,3 102 0,3 15,0 14,6 98 1,2
AA 50 50 100 25 AA 50 51 102 1,7
O -1 10,0 10,1 101 2,6 O -1 10,0 10,1 101 1,2
12 15,0 14,9 100 15 12 15,0 15,2 101 1,0

OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo comprimento de

onda.

DPR: Desvio padréo relativo
A2: 272,5 nm (etanol), A,: 273,0 nm (isso-propanol) A;: 320,0 nm
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4.11.3 - Precisao

A precisdo de um método representa o grau de repetitividade entre
resultados das andlises individuais, quando o procedimento € aplicado numa mesma
amostra homogénea diversas vezes nas mesmas condicoes de ensaio (ANVISA, 2003).
A precisio mostra o grau de dispersdo dos resultados individuais obtidos sob
determinadas condicdes de andlise (Mendhan et al. 2002).

O estudo de precisdo foi realizado somente com as solucdes de
comprimido Zyprexa®, pois esta amostra € mais complexa e envolve um processo de
separacdo no seu preparo. A precisdo foi readlizada em termos de diferentes dias,
analistas e laboratorios, em trés nives diferentes de concentragéo.

A precisdo intermediaria dos métodos foi avaliada comparando-se 0s
resultados obtidos com o mesmo analista em dias destintos, no mesmo laboratorio. Jaa
precisdo entre analistas foi realizada por dois analistas diferentes, em dias distintos, no
mesmo laboratério. Este ensaio foi reaizado a fim de verificar se no mesmo
laboratério o método fornece os mesmos resultados (L eite, 2002).

A Tabela 4.6 mostra os resultados da precisdo variando dia e analista
tendo etanol como solvente. Observa-se que para todos os métodos, os desvios padréo
relativo (DPR) encontrados foram menores que o maximo estabelecido pela ANVISA,
5,0 %, sendo, portanto os métodos consi derados preci sos.

A comparacao atraves do teste F para comparacao das variancias e teste t
pareado para comparacdo das médias com limite de 95% de confianca (Skoog et al,
2006), mostrou ndo haver diferenca significativa nas precisdes e médias com a
mudanca de dia e de analista.

Para avaliar o grau de reprodutibilidade das metodologias propostas foi
realizado um ensaio interlaboratorial no laboratorio da Farmécia Escola da UFPI. Este
teste foi desenvolvido por um analista que nunca havia trabalhado com o método e o
executou em todas as etapas, desde 0 preparo da amostra, obtencdo dos espectros,

construcdo da curva de calibracéo, até os ensaios de precisdo.
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TABELA 4.6 - Precisdo inter-dia e entre analista para os métodos utilizando etanol

como solvente

Método Nivel Analista 1 Andista2
(A, nm) Concentragéo 1°dia 2 dia ® dia
(mgL™) DPR(%) DPR(%) DPR(%)
5,0 0,6 10 11
(2(7)2Z 5) 10,0 09 09 0.9
’ 15,0 0,7 10 07
5,0 0,9 11 11
(2(2)625) 10,0 0,7 0,7 1,3
! 15,0 11 09 '
1D 5,0 04 05 07
(296,5) 10,0 01 0,8 04
! 15,0 07 07 09
2D 5.0 06 0,8 06
(310,0) 10,0 05 0.4 07
! 15,0 0.9 06 10
2D 5’0 0,7 0,5 0,4
(275,0) 10,0 10 0,7 07
’ 15,0 0,8 11 09
3D 5,0 0,6 0,5 06
(290,5) 10,0 05 0,6 10
’ 15,0 0,6 0.9 06
3D 5,0 0,8 0,5 12
(260,5) 16,0 06 0,9 10
' 15,0 0,7 05 08
4D 5,0 0,8 06 0.9
(301,0) 16,0 06 0,6 10
' 15,0 0,7 1.0 12
4D 5,0 1,0 07 15
(278,5) 16,0 08 0,9 12
' 15,0 0,7 0.9 10
AA 5,0 0,6 0.4 04
A-7,) 10,0 0,4 0,5 05
2 ! 15,0 0,6 07 08

OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: méodode duplo comprimento de
onda

DPR: Desvio padréo relativo

A2: 272,5nm A4 320,0 nm

Observa-se naTabela 4.7 que os valores de desvio padréo relativo (DPR)
foram maiores quando comparados aos dos ensaios intra dia, 0 que ja era esperado
uma vez que o espectrofotdmetro utilizado pelo analista 3 era mais simples e néo

dispunha de todos os recursos (suavizagdo, escolha de velocidade de varredura e
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abertura de fenda) que o aparelho utilizado nos estudos anteriores. Outro motivo para
o desvio observado é representado pelo fato de o analista 3 jamais ter trabalhado com

0 método, diferentemente dos analistas 1 e 2 que desenvolveram os métodos.

TABELA 4.7 - Precisdo inter-laboratorial para os métodos utilizando etanol como

solvente
Método Niivel Andista
(A, nm) Concentracao 1 3
(mgL™) DPR(%) DPR(%)

50 0,6 4,8

Z 1 ) 1
2(7)2 5 10,0 0,9 3,8
( 9) 15,0 0,7 2,6
5,0 0,9 4.4
2(2)62 5 10,0 0,7 4,0
(226,5) 15,0 1,1 2,6
AA 50 0,6 3,9
10,0 0,4 2,7

)\’ - )\’ ’ ’ )
( 2 1) 15,0 0,6 5,0

é)nzd a ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo cumprimento de
b 2728 e S200m

Comparando os valores encontrados neste ensaio com o teste de
repetitividade (inter-dia) através da aplicacdo do teste F e teste t com limite de 95% de
confianca (Skoog et al, 2006), observou-se haver uma diferenca significativa entre as
precisdes e as meédias. Entretanto os valores de DPR ficaram abaixo do limite maximo
estabelecido pela ANVISA (2003), utilizando um equipamento simples e analista néo
treinado, e a precisdo ainda € considerada boa.

A Tabela 4.8 mostra os resultados de precisdo utilizando isopropanol
como solvente variando o dia e o analista. Os DPR mostram que os métodos possuem
uma boa precisdo (DPR < 5,0%) nos trés niveis de concentracdes estudados.
Verificou-se pelos ensaios inter-dia e entre analistas que todos os métodos sao precisos
com a mudanca de dia e de analista e produzem resultados que ndo se diferenciam

significativamente (Teste t e teste F, com 95% de confianca).
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TABELA 4.8 - Precisdo inter-dia e entre andista para os métodos utilizando

isopropanol como solvente

Método Niivel Analistal Andlista 2
(X, nm) Concentragéo 1°dia 2°dia 3P dia

(mgL™) DPR(%) DPR(%) DPR(%)
50 0,8 11 18
(23320) 10,0 12 1.4 11
’ 15,0 16 1,0 13
50 10 0,9 15
(22625) 10,0 11 1.4 2,0
’ 15,0 16 13 18
1D 50 0,9 0,7 10
(297.0) 10,0 14 11 14
’ 15,0 11 13 2,0
2D 50 13 13 11
(310,0) 10,0 0,9 0,8 2,2
’ 15,0 16 14 16
oD 50 16 1,7 19
(275.5) 10,0 19 15 14
’ 15,0 12 12 2,1
3D 50 14 1,0 2,3
(200,5) 10,0 2,0 15 11
’ 15,0 0,8 11 18
3D 50 10 14 19
(261,0) 10,0 16 12 14
' 15,0 2,1 17 16
4D 50 10 13 2,1
(300,5) 10,0 19 1,0 19
’ 15,0 14 15 2,1
4D 50 13 12 2,2
(278,5) 10,0 2,0 18 2,0
' 15,0 2,0 1,7 14
AA 50 11 11 19
() 10,0 09 18 1,3
2 1 15,0 15 1,6 1,0

OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo comprimento de
grgjs Desvio padréo relativo
A2: 273,0 nm (isso-propanol) A1: 320,0 nm

No caso da precisdo inter-laboratorial (Tabela 4.9) observa-se que
somente a banda em 273,0 nm apresentou resultado satisfatorio (DPR < 5,0%), a
banda em 226,5 nm mostrou ndo ter boa reprodutibilidade com vaores de DPR
bastante altos, devido a fortes ruidos que apareceram nesta regido, dessa forma esse A

ndo € adequado para analise com isopropanol como solvente.
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Comparando os resultados da banda em 273,0 no ensaio de repetitividade
(inter-dia) e observa-se que, assm como ocorreu utilizando etanol, houve diferenca
significativa entre as precisdes (Testet e teste F, p=0,05), no entanto a precisdo ainda é
aceita por apresentar resultado inferior ao que aANVISA (2003) recomenda.

Baseado nesses resultados acredita-se que um analista que faga um

treinamento prévio possa conseguir desvios menores.

TABELA 4.9 - Precisdo inter-laboratorial para os métodos utilizando isopropanol

Como solvente

Método Niivel Andlista
(A, nm) Concentracéo 1 3
(mgL™ DPR(%) DPR(%)

5,0 0,8 2,4
(2(7)32 0) 10,0 1,2 2,1
’ 15,0 1,6 2,6
5,0 1,0 45,7
2(2)62 5 10,0 1,1 239
(226,5) 15,0 1,6 21,9
AA 5,0 1,2 2,2
10,0 0,9 2,1

A-A ’ ’ ’
Oy ty) 15,0 1,5 2,5

Oonzd a ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: m&odo de duplo comprimento de
b 2725 s T2000M

Os métodos utilizando etanol como solvente apresentam menor DPR,
porém todos os métodos propostos sdo similares em termos de precisdo aos metodos
espectrof otométricos que utilizam reagdes paralelas (precisdo intra-dia DPR = 0,62% e
precisdo inter-dia DPR = 1,57%) propostos por Krebs et a. (2006) e mais precisos que
0s métodos por difracdo de raio-X que sdo métodos mais caros (precisdo intra-dia
DPR = 2,1% e precisdo inter-dia DPR = 7,8%) propostos por Twari et al. (2006).

Nota-se que este estudo foi realizado apenas para ordem zero, pois 0O
software do aparelho em que foi realizado o ensaio inter-laboratorial ndo permitia a
variagdo do valor deAA na aplicagdo da derivada, o que de certa forma, acaba sendo

uma limitagdo dos métodos derivativos.
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4.11.4- Teor de olanzapina

Para confirmar a aplicabilidade dos métodos propostos foi determinado
olanzapina na amostra produzida na planta piloto do NTF e na amostra comercial
Zyprexa®, ambas contendo 10 mg de olanzapina. O estudo foi realizado em triplicata e
os resultados encontram-se nas Tabelas 4.10 e 4.11.

A Tabela 4.10 apresenta os resultados para as duas amostras em etanol
nos metodos estudados onde se observa que o teor médio encontrado para a amostra
produzida pelo NTF variou de 9,6 a 10,4 mg com DPR de 0,5 a 1,7 %. Para o

comprimido Zyprexa® o teor encontrado foi de 9,9 a 10,1 mg com DPR de 0,5 a 2,5%.

TABELA 4.10 — Teor médio de olanzapina encontrada pelos métodos propostos na
nas amostras estudadas em etanol

AmostraNTF Amostra Zyprexa®

Método Teor DPR Teor DPR

(%, nm) (mg) (%) (mg) (%)
0oz

(272,5) 10,0 1,7 10,0 1,1
Oz

(226,5) 10,5 0,7 99 15
1D

(296,5) 10,0 0,7 10,0 0,8
2D

(310,0) 9,8 15 10,0 1,9
2D

(275.0) 9,6 11 9,9 0,5
3D

(290,5) 10,0 0,6 10,1 2,1
3D

(260,5) 10,2 0,5 10,1 2,5
4D

(301,0) 10,0 1,7 10,1 1,4
4D

(2785) 10,0 15 9,9 1,0
AA

(1) 99 16 99 17

OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo comprimento de
onda.

DPR: Desvio padréo relativo

A2: 272,5nm A4 320,0 nm
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Através do test t (Skoog et a., 2006) com limite de confianca de 95% foi verificado
gue 0s métodos OZ em 226,5 nm, 2D em 275,0 nm e 3D em 260,5 nm em etanol
produzem resultados estatisticamente diferentes aos demais métodos apresentados
quando se utilizou as amostras em planta piloto. Para o comprimido de Zyprexa® todos
os métodos fornecem resultados que s8o considerados estatisticamente iguais.

Estes resultados devem ser decorrentes da diferenca da forma
farmacéutica do comprimido produzido em planta piloto pelo NTF, que ndo possuem
revestimento e parte do comprimido fica aderido na embal agem.

Utilizando isopropanol como solvente (Tabela 4.11) em todos os
métodos o teor encontrado no comprimido produzido em planta piloto variou de 9,9 a
10,2 mg com DPR variando de 0,8 a 3,3%. No comprimido Zyprexa® o teor médio
encontrado variou de 9,9 a 10, 1 mg com DPR de 1,2 a 2,9%.

TABELA 11 — Teor médio de olanzapina encontrada pelos métodos propostos nas

amostras estudadas em isopropanol

AmostraNTF Amostra Zyprexa

Método Teor DPR Teor DPR

(%, nm) (mg) (%) (mg) (%0)
074

(273,0) 9,9 15 10,1 16
oz

(226,5) 9,9 2,2 10,1 23
1D

(297.0) 9,9 11 9,9 14
2D

(310,0) 10,0 19 10,1 15
2D

(275,5) 10,1 33 10,1 29
3D

(290,5) 9,9 15 10,2 2,6
3D

(261,0) 10,1 0,8 9,9 15
4D

(300,5) 9,9 2,2 9,9 16
4D

(278,5) 9,9 2,0 9,9 1,2
AA

(,-h) 99 2,9 10,0 2,0

OZ : ordem zero,1D: primeira ordem, 2D: segunda ordem, 3D: terceira ordem, 4D: quarta ordem, AA: método de duplo comprimento de
onda

DPR: Desvio padréo relativo

A2t 272,5nmA;: 320,0 nm
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A aplicacdo do test t (Skoog et a., 2006) com limite de confianca de 95%
mostrou gue ambos os métodos produzem resultados estatisticamente iguais para as

duas amostras testadas.

4.12 - Consider agOes sobre 0s métodos propostos

Os métodos propostos aparecem como hovas daternativas para
quantificacdo da olanzapina em férmulas farmacéuticas. Eles foram desenvolvidos
objetivando maior acessibilidade e seguranca, uma vez que utilizam técnicas mais
simples e reagentes que apresentam um baixo custo e pouca toxicidade.

Na etapa do preparo da amostra, 0 congelamento em nitrogénio liquido
com posterior triturac8o, tornou a amostra triturada mais homogénea e possibilitou
medidas mais precisas, evitando 0 uso de equipamentos caros como moinho
criogénico. O uso da centrifugacdo, para separacdo dos excipientes, garantiu uma boa
seletividade sem perdas consideraveis do analito durante o processo, ndo sendo
necessario 0 uso de etapas mais demoradas como filtracéo e extracdo em coluna.

A andlise foi realizada diretamente a partir do sinal do espectro obtido,
sem reguerer nenhum tipo de reacdo secundéria e, portanto, emprega menos reagentes
€ minimiza-se a contaminacao.

O emprego da espectrofotometria derivativa mostrou ser uma boa
alternativa para 0 aumento da sensibilidade do método, entretanto esta limitada ao uso
de equipamentos mais sofisticados. Em funcdo disto o méodo de ordem zero é
considerado 0 mais adequado nesse aspecto, pois apresenta maior aplicabilidade
devido a sua simplicidade.

De forma geral, o uso de etanol como solvente leva a precisdo melhor,
além disso este solvente é mais barato (R$ 11,35/L) que o isopropanol (R$ 20,00/L).

Comparando as bandas estudadas em etanol para o espectro de ordem
zero, observou-se que a curva de calibragdo em 272,5 nm apresenta maior faixa linear
e, portanto, possui maior intervalo de aplicabilidade.

Em funcdo disso, o método mais adequado para andise € a

espectrofotometria de ordem zero, em 272,5 utilizando etanol como solvente.
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4.13 - Compar acdo do método mais adequado e a literatura

Grande parte das metodologias descritas na literatura sdo baseadas em
métodos cromatograficos (HPLC) e voltadas principamente para ensaios com
amostras biol6gicas (Tabela 4.12). Métodos cromatograficos costumam ser mais caros
e muitas vezes apresentam uma série de etapas de preparo da amostra e, portanto, séo
pouco acessiveis, dispendiosos e demorados.

Os métodos eletroforéticos e eletroquimicos propostos por Raggi et al.
(2000) (Tabela4.12), tém um custo um pouco menor, No entanto so necessarias varias
etapas de preparo da amostra (extragédo, filtracéo, centrifugacdo, etc.), que tornam as
analises demoradas e mais sujeitas a erros.

As propostas utilizando métodos titulométricos (Firdous et al., 2005;
Basavaiah et a., 2009) (Tabela4.12), apresentam bons resultados na determinagéo do
comprimido e de matéria prima, mas utilizam regentes toxicos (Firdous et al., 2005) e
S840 um pouco demorados.

Os métodos por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica
(Jasifiska et al., 2003) (Tabela 4.13), sdo mais dispendiosos e utilizam normalmente
uma série de etapas reacionais, com maior nUmero de reagentes tornando 0s ensaios
mai's sujeitos a erros.

A andlise espectrofotométrica através da oxidacdo da olanzapina (Krebs
et al., 2006; Basavaiah et al., 2009) (Tabela 4.13), apresenta uma série de etapas para
determinacdo indireta da substancia sendo, portanto, demoradas e sujeitas a erros. O
método baseado na cinética da reacdo de oxidagdo da olanzapina (Mohamed, 2008)
(Tabela 4.13), também segue 0 mesmo principio, entretanto possui ainda a
desvantagem do produto obtido da reacéo de oxidacdo ser pouco estavel.

Alguns métodos utilizam espectrofotometria com o espectro de ordem
zero (Firdous et al., 2005) e derivado na primeira ordem (Raggi et al., 2000). Ambos
apresentam bons resultados, porém, utilizam reagente metanol, que é toxico e pode
trazer riscos a salde do analista (Tabela 4.13).

A maioria das metodologias descritas na literatura utiliza equipamentos
caros, reagentes toxicos e procedimentos demasiadamente complexos e por envolver

mai s etapas estd mai s susceptiveis a erros.
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O método proposto mais indicado emprega etanol como solvente (de
baixa toxicidade) e as etapas de preparo da amostra sGo mais répidas e seguras
(congelamento da amostra e separagcdo apos centrifugagéo), o que garante um bom
nivel de precisdo e exatiddo. Ele é seletivo com relagdo aos excipientes do
medicamento e apresenta limites de deteccdo e quantificacdo melhores que as
metodologias espectrofotométricas baseadas na oxidacdo (Krebs et al., 2006;
Basavaiah et al., 2009) e na utilizagdo de espectros derivados (Raggi et al., 2000)
(Tabela4.13).

A faixa de trabalho é similar a do método espectrofotométricos proposto
por Firdous et a. (2005), com a vantagem de ndo utilizar reagentes toxicos, e melhor
do que os baseados na reacdo de oxidagdo da olanzapina (Krebs et al., 2006;
Mohamed, 2008) (Tabela 4.13).

O método mostrou boa precisdo e exatiddo quando comparado ao de
alguns aos métodos espectrofotométricos existentes na literatura (Tabela 4.13),
podendo ser utilizados como alternativa para controle de qualidade da industria

farmacéutica.
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TABELA 4.12 — Comparativo do método mais adequado e alguns métodos da literatura

Resultados e discussao

1 LOD LOQ LOL Prec. Intra-dia  Prec. Inter-dia  Prec. Interlab.  Exatidéo o
Equacdo r " B " Referéncia
(mg L™ (mg L™ (mg L™ DPR (%) DPR (%) DPR (%) (%)
A = 0,026 + 0,0640C 0,9999 1,7 107 51107 50,0 0,6-0,9 0,9-1,0 2,6-48 100-101 Método proposto
- - 0.3 100 - 04 99-101  Firdouset al. (2005)
Y = 0,013 + 0,0224X 0,9983 - 5010° 5010 3,7-10,6 - - 98-103 Bernaet al. (2001)
- 0,9990 1,010° 15103 1,510* - 0,7-3,5 97-100 Dusci et al. (2002)
Y =0,1226 + 0,0484X 0,9999 0,110° 0,210° 1,010* 2,9 46 - 87 Saracino et al. (2006)
Y = 31,374 + 21,070X 0,9999 3,010° 8,010° 2,010™ 1,0 0,8-2,0 - 99 Basavaiah et al. (2008)
- - 1,010° 1,410° 1,010* 1,4 1,9 - 89-92 Raggi et al. (2001)
- - 41103 6,310° 1,510" 1,3 1,4 - 89-92 Raggi et al. (2001)
Y =0,0057 + 0,1070X 0,9980 - - 0,310™ 32-98 3,0-10,1 - 84-87 Nirogi et al. (2006)
Y =8,5708 + 2,7219X 0,9986 - - - 2,1 7.8 - 97-102 Tiwari et al. (2006)
Y =0,0241 + 0,0330X 0,9997 1,010 6,010° 1,510* 1,4 1,8 - 100-101 Raggi et al. (2000)
Y =0,0164 + 0,3622X 0,9994 0,310° 0,910° 0,510 07 1,3 100-101 Raggi et al. (2000)
Y =0,0400 + 0,0390X 0,9990 3010° 5010° 0,510 2.3 2.9 - 98 Raggi et al. (2000)
- 0,9970 2,510* - 1,010* - 1,3-6,5 - 94-100  Catlow et al. (1995)
Y =0,0895 + 0,0895X 0,9992 - - 1,0 10 1,1-12,6 - - 96-108  Kasper et al. (1999)
Y =-1,1370 + 0,0190X 0,9997 - 1,010° 1,0 18,0 - - - Boguz et al. (1999)
- - - 1,0 15,0 0,6-09 1,2-1,4 - 98-103  Basavaiah et al. (2009)
- - - 1,0 15,0 0,7-0,6 1,3-19 - 97-103  Basavaiah et al. (2009)

ly = a+ bx onde: a— intercepto de x com o eixo y e b —inclinagio da reta. r: coeficiente de correlagio da reta.

LOD: limite de detecgdo, LOQ: limite de quantificag8o, LOL: limite de linearidade.

DPR: Desvio padrdo relativo.
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TABELA 4.13 — Comparativo do método mais adequado e al guns métodos espectrof otométricos da literatura

Resultados e discussao

LOD LOQ LOL Prec. Intra-dia  Prec. Inter-dia  Prec. Interlab. Exatidao .
Equacdo r Referéncia
(mg L™ (mg L™ (mg L™ DPR (%) DPR (%) DPR (%) (%)
A =0,026 + 0,0640C 0,9999 1,7107 5110" 50,0 0,6-09 09-1,0 26-48 100-101 Método proposto
A =0,001 + 0,0740C 0,9990 1,010* - 50,0 - 1,0 - 100 Firdous et al. (2005)
A =0,016 + 0,4219C 0,9999 2,210 6,6 10 1,6 - - - 99-100  Revanasiddappa (2008)
A = 0,020 + 0,4052C 0,9999 15107 4,510 1,4 - - - 98-100  Revanasiddappa (2008)
A =0,005 + 0,0083C 0,9983 2,2 - 40,0 2,3 - - 98-102 Jasifiska (2003)
A =0,009 + 0,0088C 0,9999 0,7 - 250,0 0,4 - - 98 -101 Jasifiska (2003)
A =0,009 + 0,0003C 0,9999 0,1 300,0 0,8 - - 100-101 Jasifiska (2003)
A =0,001 + 0,0017C 0,9960 1,510" - 7,0 13 17 - 99 Mohamed (2008)
A =0,010 + 0,8500C 0,9980 1,010* - 4,0 13 17 - 99 Mohamed (2008)
A =0,013 + 0,0079C 0,9998 2,1 7,0 120,0 0,6 1,6 - 100-101 Krebs et al. (2006)
A =0,205 + 0,0213C 0,9998 01 0,3 6,0 1,6 39 - 96 Krebs et al. (2006)
A =0,475 + 0,0555C 0,9993 1,6 10" 3,710t 30 2,8 4,1 94-96 Krebs et al. (2006)
D1= 0,001 + 0,0229C 0,9998 0,5 1,0 100,0 1,6 2,3 - 101-103 Raggi et al. (2000)
A = 0,005 + 0,0020C 0,9970 39 11,9 120,0 1,317 2,0-2,3 - 97-103  Basavaiah et a. (2009)

ly = a+ bx onde: a— intercepto de x com o eixo y e b —inclinagio da reta. r: coeficiente de correlagio da reta.
LOD: limite de detec¢do, LOQ: limite de quantificagdo, LOL: limite de linearidade

DPR: Desvio padréo relativo.
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5—CONCLUSOES

Os solventes etanol e isopropanol mostraram-se 0s mais adequados para
analise de olanzapina por melhor solubilizé-la e pelo baixo grau de toxicidade sendo
gue o uso de etanol representa menor custo para andlise.

A adicéo de agua provocou alteracéo no espectro de olanzapina e levou a
diminuicdo da solubilidade da substancia em funcéo do aumento da polaridade do
meio.

As solucdes de olanzapina sdo sensiveis a luz, resultando em diminuicéo
do sinal analitico, devido a fotodecomposi¢éo.

Em ambos os solventes, o sinal da olanzapinafoi estavel em pH acimade
8,0.

O espectro de olanzapina foi robusto quanto a mudanca de marca do
solvente nas bandas 272,5 nm (etanol) e 273,0 nm (isopropanal).

A seletividade dos método foram boas frente aos principais excipientes.

A aplicagéo da espectrofotometria derivativa se mostrou limitada ao tipo
de equipamento, porém é uma boa alternativa para 0 aumento da sensibilidade dos
métodos.

O congelamento dos comprimidos Zyprexa®, em nitrogénio liquido,
antes da trituracdo mostrou ser uma boa dternativa para obtencdo da amostra
pulverizada mais homogénea.

Os métodos tiveram boa sensibilidade, com baixos limites de deteccéo e
quantificacéo e boa linearidade.

O teste de adicéo e recuperacéo de padréo mostrou que todos os métodos
apresentam exatiddo satisfatoria, com pequenos desvios padréo relativo na anadise das
amostras.

As precisdes obtidas estiveram dentro do limite aceitavel (<5%) com
relacdo a mudanca de dia analista e laboratério (exceto isopropanol em 226,5 nm).

Os métodos desenvolvidos sdo rgpidos, simples, seguros e de baixo
custo, podendo ser utilizados para andlise de rotina de olanzapina em formulas

farmacéuticas.
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