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RESUMO

O alopurinol € um farmaco inibidor da xantina oxidase, utilizado no tratamento da gota e de
outras condi¢des associadas com o aumento dos niveis séricos de acido Urico. No Brasil,
esta molécula é fabricada por cinco laboratérios em duas apresentacdes, comprimidos
(genérico e referéncia) contendo 100 e 300 mg do farmaco. E relevante a garantia do
controle de qualidade destes produtos, a partir do desenvolvimento de métodos analiticos
sensiveis, utilizando a menor quantidade de solventes toxicos, agredindo menos o meio
ambiente. O objetivo deste estudo foi desenvolver métodos analiticos sustentaveis,
utilizando a espectrofotometria no ultravioleta (UV) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo fotodiodos (CLAE-DAD), realizar estudos de dissolucao
e de estabilidade para o controle de qualidade de alopurinol (produto acabado). Foi utilizado
otimizagdo univariada para o estabelecimento das condi¢cdes espectrofotométricas e
cromatograficas para a deteccdo do farmaco e, multivariado para a selecdo do meio de
dissolucéo, além do estudo de estabilidade do farmaco. Foram adquiridas 06 amostras de
medicamentos: 03 apresentacdes de 100 mg [referéncia (Z1) e genéricos (M1 e S) e 03
apresentacoes de 300 mg (referéncia (Z2) e genéricos (M2 e P). As condicdes otimizadas
para o método espectrofotométrico foram: meio de solubilizacdo HCI 0,001 mol L e
comprimento de onda 249 nm; e, para o cromatografico: Coluna C8 (150 mm x 4,6 mm x 5
um), fase moével: etanol 50% + HCI 0,1 mol L 25% + &gua ultrapura 25%, fluxo: 0,6 mL
min-, deteccdo em 249 nm e tempo de andlise de 5 minutos. Os métodos foram validados
conforme parametros da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e
Resolucdo — RDC n° 166/2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
exibindo para o método espectrofotométrico: exatiddo entre 99,61 e 99,86%; precisdo
(desvio padréo relativo, DPR < 0,70%); limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ)
de 0,08 e 0,24 ug mL, respectivamente e, robustez < 0,80%, em relacédo a precisdo. Para
o método cromatografico, obteve-se: exatiddo na faixa entre 99,76 e 99,80%; precisédo
(DPR < 0,50%); LOD e LOQ de 0,06 e 0,18 uyg mL™, respectivamente e, robustez < 1,90%,
em relacao a precisdo. Para os ensaios (teste e perfis) de dissolucéo, as condigbes 6timas
foram: meio de dissolugdo HCI 0,001 mol L, rotacdo de 75 rpm e aparato tipo 2 (pa). Os
comprimidos contendo alopurinol se dissolveram antes de 15 minutos, exibindo perfis de
dissolucdo semelhantes, apds analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. O modelo
cinético que representou o0 processo de dissolucdo dos medicamentos foi o de primeira
ordem, exibindo os melhores coeficientes de correlagdo. Os medicamentos analisados
apresentaram estabilidade frente a degradacdo acida, basica e térmica; ndo exibindo a
estabilidade para a degradacédo oxidativa, com degradacdo acima de 10% do teor de
alopurinol no meio de peréxido de hidrogénio 3%, quando submetidos a aquecimento a 60
°C por 5 dias. Os métodos desenvolvidos foram satisfatérios para quantificar o farmaco
alopurinol, em comprimidos, utilizando os principios da quimica verde. Portanto, os métodos
propostos podem ser utilizados pelas industrias farmacéuticas e agéncias regulatérias para
o controle de qualidade de comprimidos contendo alopurinol, uma vez que utilizam um
menor quantitativo de solventes nocivos a salde humana e meio ambiente, contribuindo
para um ambiente mais sustentavel e principios da quimica verde.

Palavras-chave: alopurinol, desenvolvimento de métodos, validagdo analitica,
planejamento fatorial, quimica verde, dissolugéo, estabilidade.



ABSTRACT

Allopurinol is a xanthine oxidase inhibitor drug used to treat gout and other conditions
associated with increased serum uric acid levels. In Brazil, it is manufactured by five
laboratories in two presentations, tablets (generic and reference) containing 100 and 300
mg of the drug. It is important to guarantee the quality control of these products, based on
the development of sensitive analytical methods, using the least amount of toxic solvents,
harming the environment less. The objective of this study was to develop sustainable
analytical methods using ultraviolet spectrophotometry (UV) and high-performance liquid
chromatography with a photodiode array detector (HPLC-PDA), stability and dissolution
studies for quality control of allopurinol (pharmaceutical forms). Univariated optimization was
used to establish spectrophotometric and chromatographic conditions for detection of the
drug, and multivariate design for selection of the dissolution medium, in addition to the study
of drug stability. Six samples of drugs were purchased: 03 presentations of 100 mg
[reference (Z1) and generics (M1 and S) and 03 presentations of 300 mg (reference (Z2)
and generics (M2 and P). The optimized conditions for spectrophotometric method were:
solubilization medium 0.001 mol L't HCI and wavelength 249 nm; and, for chromatographic:
Column C8 (150 mm x 4.6 mm x 5 um), mobile phase: 50% ethanol + 0.1 mol L-* HCI + 25%
ultrapure water, flow: 0.6 ml min- %, detection at 249 nm and run time of 5 minutes. The
methods were validated according to parameters of the International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) and Resolution - RDC n° 166/2017, of the National Health
Surveillance Agency (ANVISA), showing for the spectrophotometric method: accuracy
between 99.61 and 99.86%; precision (relative standard deviation, RSD <0.70%); detection
limits (DL) and quantification limits (QL) of 0.08 and 0.24 ug mL*, respectively, and
robustness <0.80%, in relation to precision. For the chromatographic method, the method
showed: accuracy in the range between 99.76 and 99.80%; precision (RSD <0.50%); DL
and QL of 0.06 and 0.18 ug mL, respectively, and robustness <1.90%, in relation to
precision. For the dissolution assay (tests and profiles), the optimal conditions were:
dissolution medium 0.001 mol L't HCI, 75 rpm rotation and type 2 apparatus (paddle). The
tablets containing allopurinol dissolved before 15 minutes, showing similar dissolution
profiles, after analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test. The kinetic model represented
the drug dissolution process was the first order showing the best correlation coefficients.
The analyzed drugs showed stability in acid, basic and thermal degradation; not showing
stability for oxidative degradation, with degradation above 10% of the content of allopurinol
in the H202 3% medium, when submitted to heating at 60 °C for 5 days. The methods
developed were satisfactory to quantify the drug allopurinol, in tablets, using the principles
of green chemistry. Therefore, the proposed methods can be used by the pharmaceutical
industries and regulatory agencies for the quality control of tablets containing allopurinol,
since they use a lower amount of solvents harmful to human health and the environment,
contributing to a more sustainable environment and principles of green chemistry.

Keywords: allopurinol, method development, analytical validation, factorial design, green
chemistry, dissolution, stability.
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1 INTRODUCAO

A gota, considerada a artrite inflamatéria, mais comum em homens acima dos 40
anos, € uma doenca caraterizada pela deposicao, nas articulacdes, 0ssos e pele, de cristais
de urato de monossodico, oriundos do processo metabdlico das purinas, bases
nitrogenadas presentes nas estruturas dos: &cido desoxirribonucleico (DNA) e &cido
ribonucleico (RNA) (ROCHA; LANDIM; ROCHA, 2018). O processo metabdlico destas
bases nitrogenadas gera a xantina, que sofre a acdo da enzima xantina oxidase, presente
nos peroxissomos celulares, oxidando-a e transformando em acido urico (ZHANG et al.,
2018). O nivel de &cido Urico circulante no sangue é em torno de 6,0 mg dL. O excesso
desse &cido formado € eliminado na urina, ap6s depuracdo renal. Acima desta
concentracdo no nivel sanguineo, considera-se o individuo com hiperuricemia (AZEVEDO
et al., 2017). Neste ponto, o acido urico formado pode participar de reacdes oxidantes e
pré-inflamatérias, prejudiciais ao organismo.

Em concentracdes acima de 6,8 mg dL! de &cido Urico (limite de solubilidade do
urato), os cristais de urato monossoédico sdo formados e depositados nos tecidos. Estudos
apontaram que existe uma relacdo direta entre o aumento dos niveis de acido Urico e o
desenvolvimento e/ou progressao de doencgas cardiovasculares, além de correlacao direta
com a hipertensao arterial sistémica e doencas renais, com destaque para a formacao de
cristais nos rins (pedras nos rins) (AZEVEDO et al., 2017; DRUGBANK, 2019). O sinal
clinico da doenca da gota € a artrite inflamatoria aguda em uma articulacdo. Estudos
apontaram que 50% dos casos ocorrem na articulacdo metatarso-falangeana, porém séo
encontrados casos descritos na literatura em articulagdes de joelho e tornozelo, sendo
comum em pacientes com historico de ndo tratamento e/ou interrup¢do por um periodo
longo desta patologia. Esta inflamagcdo é intensa e recorrente, mas € considerada
autolimitante (GOICOECHEA et al., 2015; SATTUI; GAFFO, 2016).

O tratamento da gota pode ser dividido em duas etapas, para 0s casos agudos, 0
tratamento é iminentemente sintomatico, com a intencéo de reduzir as dores ocasionadas
pela inflamacdo e restabelecer a funcdo articular, por meio da administracdo de
medicamentos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), anti-inflamatorios esteroidais
(AIES) e colchicina, isoladamente ou em associagdo. Ja para 0s casos cronicos, cujo
objetivo é a diminuicdo dos niveis séricos de acido urico sdo administrados o0s

medicamentos como o alopurinol, febuxostat e outros agentes uricosuricos, associados a
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restricdo da ingestdo de alimentos ricos em purina (SIRCAR et al., 2015; SATTUI; GAFFO,
2016; AZEVEDO et al., 2017).

O alopurinol é um farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), em
1966, produzido pela Glaxo Wellcome INC, como Zyloric®. E um inibidor da enzima xantina
oxidase, considerado um dos medicamentos mais eficazes para diminuir os niveis de urato,
€ frequentemente usado no tratamento da gota cronica (CHEMICALIZE, 2019;
DRUGBANK, 2019). No Brasil, existem 05 industrias farmacéuticas com registros ativos
para a comercializagcdo de alopurinol nas apresenta¢gdes: 100 mg e 300 mg, na forma
farmacéutica solida (comprimidos). Para os comprimidos de 100 mg estéo disponiveis no
mercado 09 apresentacfes, sendo 01 de referéncia e 08 de medicamentos genéricos. Ja
para comprimidos de 300 mg estéo disponiveis 08 apresentacdes, sendo 01 de referéncia
e 07 de genéricos (BRASIL, 2019a).

Com vistas a garantia da qualidade dos produtos comercializados no pais, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou que todos os laboratérios produtores
de medicamentos cumpram a Resolu¢cdo RDC N° 301, de 06 de novembro de 2019, que
dispde sobre as Boas Préticas de Fabricacdo de Medicamentos e estabelece o0s requisitos
minimos a serem seguidos na fabricacdo de medicamentos. Dentro destes requisitos tem-
se, a obrigacdo da industria em efetuar testes que assegurem o cumprimento dos requisitos
estabelecidos em seu registro e ndo coloque em risco os usuarios dos medicamentos por
apresentarem seguranca, qualidade ou eficacia inadequada. A inddstria produtora do
medicamento pode utilizar testes oriundos dos compéndios oficiais definidos pela ANVISA
ou desenvolver e validar seus proprios métodos, submetendo-os a apreciacédo deste 6rgao
regulador (BRASIL, 2019b).

Até 2018, nao havia métodos farmacopeicos para o alopurinol no pais. Este farmaco,
atualmente, possui monografia na 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (2019), apenas para
o produto acabado (comprimido), empregando, para o doseamento, a espectrofotometria
de absorcéo no ultravioleta, utilizando como solvente o acido cloridrico 0,1 mol L** (BRASIL,
2019c). O desenvolvimento de novos métodos que sejam capazes de diminuir o quantitativo
de solventes utilizados e/ou a concentragdo dos mesmos é de extrema importancia, pois
estes sdo capazes de contribuir com os principios da quimica verde. Ademais, utilizando
fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima; aumentando a eficiéncia energética,
visando a utilizacdo de menor quantidade de reagentes e evitando 0 uso de substancias

persistentes, bioacumulativas e toxicas (MARCO et al., 2019).
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Além destes ensaios, a ANVISA, por meio da Resolucdo-RDC N° 318, de 06 de
novembro de 2019, estabeleceu os critérios para a realizacdo de estudos de estabilidade
de insumos farmacéuticos ativos e medicamentos, exceto biolégicos, com o objetivo de
avaliar os impactos de exposi¢des dos produtos a agentes quimicos e fisicos fora das
condi¢cBes estabelecidas no rétulo. Ainda, ja havia publicado a Resolu¢cdo-RDC N° 53, de
04 de dezembro de 2015, que estabeleceu a obrigatoriedade da elaboracdo do perfil de
degradacgédo dos medicamentos, determinando a identificacdo e qualificagdo dos produtos
de degradacéo formados ao longo do prazo de validade, estabelecendo como prazo final
31 de dezembro de 2019 (alteracdo implantada pela Resolu¢cdo-RDC N° 171, de 22 de
agosto de 2017) para que todos os fabricantes de alopurinol desenvolvam seus estudos
(BRASIL, 2015; 2017; 2019d). Visando o cumprimento das determinacdes, as industrias e
centros de pesquisas, inclusive as Universidades, estdo em constante busca pelo
desenvolvimento de métodos sensiveis e que visem reduzir ou eliminar o uso ou a geracao
de substancias nocivas a sautde humana e ao ambiente, ou seja, utilizando o conceito da
guimica verde, sempre que possivel.

O consumo do alopurinol é elevado no pais, haja vista que o0 mesmo pertence ao
elenco de medicamentos do Componente Basico da Assisténcia Farmacéutica, para o
tratamento da hiperuricemia em esquema de monodroga (BRASIL, 2020). Este estudo parte
da necessidade de aferir a qualidade de matérias primas e medicamentos comercializados,
por meio do desenvolvimento de metodologias que sejam capazes de quantificar o
alopurinol em formas farmacéuticas soélidas orais (comprimidos), utilizando a menor
guantidade de solventes nocivos ao meio ambiente e a saide humana. Desta forma, a
hipétese deste trabalho foi: é possivel desenvolver métodos analiticos para o controle de
gualidade de alopurinol (insumo farmacéutico ativo e medicamentos) utilizando os
principios da quimica verde? Ainda, buscou-se otimizar a metodologia, por meio de
planejamento fatorial com dois niveis, para o teste de dissolucdo de comprimidos contendo

este farmaco, bem como realizar ensaios de degradacédo nestes medicamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver métodos analiticos sustentaveis, ensaios de dissolucdo e estabilidade

para o controle de qualidade de alopurinol (produto acabado).

2.2 Especificos

e Desenvolver método de quantificacdo de alopurinol (comprimidos), empregando a
Espectrofotometria de Absor¢cdo no Ultravioleta (UV), utilizando a otimizagao
univariada;

e Desenvolver método de quantificacdo de alopurinol (comprimidos) utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector Diode Array (DAD), com o
auxilio da otimizacdo univariada;

e Avaliar a cinética de dissolucado de formas farmacéuticas solidas orais contendo
alopurinol, amostras comerciais, por meio de planejamento fatorial com dois niveis;

e Realizar o estudo de degradacdo em substancia quimica de referéncia e
comprimidos de alopurinol, conforme parametros da Resolucédo RDC N° 53, de 4 de
dezembro de 2015 da ANVISA.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Gota

A gota € uma artrite inflamatoéria aguda, causada pela deposicdo de cristais de urato
monossodico nas articulacdes, mais comum em pacientes adultos acima de 40 anos e do
sexo masculino (ROCHA; LANDIM; ROCHA, 2018). Estudos apontaram que 50% dos
casos ocorrem na articulagdo metatarso-falangeana, porém, sdo encontrados casos
descritos na literatura em articulagdes de joelho e tornozelo, sendo comum em pacientes
com historico de ndo tratamento e/ou interrupcdo por um periodo longo desta patologia.
Esta inflamacéao é intensa e recorrente, mas é considerada autolimitante (SATTUI; GAFFO,
2016; GOICOECHEA et al., 2015)

Estudo realizado pela National Health Interview Survey (NHIS) informou que a
prevaléncia global da gota autodeclarada passou de 4,8/1.000 habitantes em 1967, para
9,4/1.000 habitantes em 1999. Ja o estudo da John Hopkins realizado em 1991, estimou a
prevaléncia da gota nos Estados Unidos da América (EUA), em 1,73/1.000 habitantes. No
Brasil, n&o existem dados estabelecidos de prevaléncia da gota (AZEVEDO et al., 2017).

As manifestacOes desta patologia podem ser classificadas em trés: crises agudas,
desencadeadas pela ingestdo excessiva de alcool, estresse metabdlico e quedas bruscas
dos niveis de acido urico, como no inicio do tratamento para reducéo dos niveis deste acido,
0 que ocasiona a reabsorcédo de cristais de urato monossédico no tubulo renal; o periodo
intercrises, onde o quadro clinico é assintomatico e pode durar anos, porém, com o avanco
da doenca, tende a diminuir o intervalo entre as crises; e, por fim, as crises crénicas,
também conhecidas como artropatia cronica, estagio avancado da doenca em que ocorrem
multiplas crises e que com elava duragéo, sendo classificadas como crises persistentes
(BARDIN; RICHETTE, 2014; GOICOECHEA et al., 2015; AZEVEDO et al. 2017).

Os fatores de risco para o desenvolvimento da gota sédo a ingestdo de alcool e o
indice de massa corporal (IMC). Pacientes com IMC entre 25,0 a 29,9 kg m? (sobrepeso)
possuem um risco relativo de incidéncia da gota de 1,95 e pacientes com IMC acima de 35
kg m (obeso) possuem risco relativo de incidéncia desta doenca de 2,97 (MARQUITO et
al., 2014; SATTUI; GAFFO, 2016). Além destes, sdo considerados fatores de risco o
consumo de alimentos ricos em purina, como as carnes vermelhas e 0s mariscos e
refrigerantes adocados com frutose. J& o consumo de alimentos como o café, produtos
derivados de leite e vitamina C tem sido associado a protecao contra o desenvolvimento da
patologia (STACK et al. 2013; AZEVEDO et al., 2017).
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O diagnéstico da gota é realizado pela observacdo dos cristais de urato
monossodico, presentes na amostra liquido sinovial de articulacbes afetadas empregando
a microscopia de luz polarizada e, neste caso, os cristais exibem birrefringéncia negativa
(SIVERA; ANDRES; QUILIS, 2016). Na impossibilidade da coleta e realizacdo do exame
do liquido sinovial, o exame fisico, associado a concentracdo sanguinea de acido Urico e
estudos de imagem como raio X, ultrassonografia ou tomografia computadorizada de dupla
emissao podem ser utilizados (AZEVEDO et al., 2017; DRUGBANK, 2019; SIRCAR et al.,
2015).

O tratamento da gota pode ser dividido em duas etapas. Nos casos agudos, o
objetivo do tratamento € a diminuicdo da inflamacéo e, consequentemente, o alivio das
dores e restabelecimento da capacidade articular e, para tanto, se faz necessaria a
utilizacdo dos AINES, AIES e colchicina, podendo ser isoladamente ou em associagao
(SIVERA; ANDRES; QUILIS, 2016). Nos casos cronicos, o objetivo do tratamento é a
diminuicdo dos niveis séricos de acido urico e prevencdo de novos episédios de crises
algicas. Nestes casos, se faz necesséria a administragdo de medicamentos como o0
alopurinol, febuxostat e outros agentes uricosuricos, além da diminuicdo da ingestao de
alimentos ricos em purina (SIRCAR et al., 2015; SATTUI; GAFFO, 2016; AZEVEDO et al.,
2017).

3.2 Alopurinol

O alopurinol, férmula molecular CsH4N4O e estrutural (Figura 01), Denominacao
Comum Internacional (DCI): allopurinol, possui como nomenclatura quimica pela
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC): 1H, 2H, 4H-pirazolo [3,4-d]
pirimidin-4-ona e, € um p6 microcristalino branco, sem sabor e inodoro, com massa molar
de 136,11 g moL™* (DRUGBANK, 2019; PUBCHEM, 2019). E soltvel em agua (0,48 mg mL-
1, a25°C e 0,80 mg mL?%, a 37 °C), etanol (0,30 mg mL?, a 25 °C) e cloroférmio (0,60 mg
mL1, a 25 °C) (DRUGBANK, 2019), apresentando um incremento na solubilizacdo com o
aumento de pH do solvente, exibindo valores acima de 300 mg mL* em pH basico (Figura
02). Possui ponto de fusdo de 350 °C e, & estavel a fotdlise e hidrolise neutra
(CHEMICALIZE, 2019; PUBCHEM, 2019).
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Figura 01- Estrutura Quimica do Alopurinol
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Fonte: Software CHEMICALIZE, 2019.

Figura 02- Solubilidade (mg mL-) do alopurinol em diferentes valores de pH
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Fonte: Software CHEMICALIZE, 2019.

A molécula alopurinol possui 05 microespécies que se distribuem ao longo da faixa
de pH, sendo possivel a detec¢do e quantificacdo da espécie nado ionizada na faixa de pH
2,0 a 8,0 (Figura 03). No tocante a classificacdo biofarmacéutica existem divergéncias
guanto a sua classe. O estudo realizado por Alghadi e Hamedelniel (2017), classifica o
alopurinol como de classe | (alta solubilidade e alta permeabilidade), enquanto o software
da Drug Delivery Foundation (DDFINT) classifica-o como de classe IV (baixa solubilidade e
baixa permeabilidade) (DDFINT, 2019).



27

Figura 03 — Distribuigdo das espécies de alopurinol em diferentes valores de pH
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Fonte: Software Chemicalize (2019)

O alopurinol € um farmaco antigotoso, cuja classificacao na Anatomical Therapeutic
Chemical (ATC) é MO4AA01(PUBCHEM, 2019), e junto com o seu principal metabdlito, o
oxipurinol, diminuem os niveis de &cido Urico no plasma e na urina, por meio da inibicdo da
xantina oxidase, que tem por funcéo a catélise das reacdes de oxidag¢do da hipoxantina em
xantina e, desta, em acido drico (SANTOS et al.,, 2018). Este farmaco aumenta a
reutilizacdo de hipoxantina e xantina para a sintese de nucleotideos e acidos nucleicos por
um processo que envolve a enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (BARTOLI
etal., 2017). Esse processo resulta em uma concentracao aumentada de nucleotideos, que
causa a inibicdo da realimentacao da sintese de purina novamente, resultando na reducao
da concentragdo sérica de &cido Urico, diminuindo a incidéncia dos sintomas da gota
(BRASIL, 2019e; DRUGBANK, 2019).

O alopurinol é indicado para reducédo da formacéo e depdsito de cristais de urato
monossodico, que ocorre em individuos que desenvolveram ou possuem risco potencial de

desenvolvimento de artrite gotosa, tofos cutdneos e nefrolitiase (SIVERA; ANDRES:
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QUILIS, 2016). Desta forma, o alopurinol € utilizado no tratamento da gota idiopatica, litiase
por acido urico e nefropatia aguda induzida por acido urico. Este ativo também, é utilizado
em doencgas neoplasicas ou meioloproliferativas que, apds o seu tratamento com agentes
citotéxicos, aumentam o0s niveis sanguineos de uratos, ocasionados por disfuncdes
enzimaticas que levam a superproducdo de uratos, a exemplo da hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase, glicose-6-fosfatase, fosforibosilpirofosfato sintetase,
fosforibosilpirofosfato amidotransferase e adenina fosforibosil transferase (SIRCAR et al.,
2015; BARTOLI et al., 2017) e, ainda, indicado para o controle dos calculos renais formados
por 2,8-diidroxiadenina (2,8-DHA) e, como segunda linha de tratamento para o controle de
célculos renais mistos de oxalato de calcio recorrentes com sinal clinico de hiperuricosuria
(SIVERA; ANDRES; QUILIS, 2016; SATTUI; GAFFO, 2016). A molécula em estudo possui
excelente tolerabilidade e seu uso é considerado seguro em idosos e nefropatas
(DRUGBANK, 2019).

Quando administrado por via oral, o alopurinol é rapidamente absorvido no trato
gastrintestinal superior e concentracdes do farmaco j4 podem ser detectadas na corrente
sanguinea entre 30 a 60 minutos apdés a sua administracdo. Estudos apontaram uma
variacdo na biodisponibilidade de 67% a 90%. O pico plasmatico de alopurinol ocorre 1,5
hora ap6s a sua administracéo e a molécula é quase indetectavel ap6s 6 horas (BRASIL,
2019e).

A metabolizacao do alopurinol ocorre em nivel hepatico, em que este é transformado
em oxipurinol, metabdlito ativo que atinge o pico plasmatico de 3 a 5 horas apos a
administracao do alopurinol. Além deste metabdlito, sdo descritos na literatura, o alopurinol-
ribosideo e o oxipurinol-7-ribosideo, cuja atividade metabdlica ainda nao foi relatada
(THOMSEN et al., 2019; BARTOLI et al., 2017).

O alopurinol e o oxipurinol se ligam muito pouco as proteinas plasmaéticas, tendo o
alopurinol um volume de distribuicdo aparente de 1,6 L kg™. Insta salientar que o alopurinol
estara presente em maior concentracao no figado e na mucosa intestinal, local onde ocorre
a maior atividade da xantina oxidase (SIVERA; ANDRES; QUILIS, 2016; BRASIL, 2019e).
A eliminag&o do farmaco é renal, tendo 80% da dose administrada eliminada na urina na
forma de alopurinol (10% droga livre inalterada) e de seus metabolitos (90%). A eliminacéo
nas fezes corresponde aos 20% restantes do farmaco administrado. O tempo de meia-vida
plasmatica do alopurinol é de 0,5 a 2,0 horas. Ja o oxipurinol possui a meia-vida plasmatica
de 13 a 30 horas, o que justifica a administracdo de alopurinol uma vez ao dia. O tempo
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maximo para o inicio da acao farmacologica deste medicamento € de 1 a 2 semanas
(BRASIL, 2019e; DRUGBANK, 2019).

Cerca de 33.253 eventos adversos foram relatados para este farmaco, de 1968 a
2019 e, destes 58% ocorreram em homens. Dos casos relatados, 30% pertencem ao grupo
etario de 45 a 64 anos, seguido pelos grupos de mais de 75 anos (26%) e entre 65 a 74
anos (23%) (VIGIACCESS, 2019). Afeccdes dos tecidos cutaneos e subcutaneos foram os
mais relatados (65% dos casos) sendo rash, prurido, sindrome de Stevens-Johnson, rash
maculo-papular e reacdo medicamentosa com eosinofilia e sintomas sistémicos, os mais
relatados, em ordem decrescente (BARDIN et al., 2016). Este farmaco tem contraindicacao
para pacientes com alergia ao alopurinol, pacientes gravidas e em periodo de
amamentacdo e criangas menores de 10 anos. Por ser capaz de induzir sonoléncia,
vertigem e ataxia, os pacientes devem ser advertidos sobre o uso do medicamento e a
interferéncia na capacidade de dirigir e operar maquinas (BRASIL, 2019e).

O alopurinol interage farmacologicamente com 6-mercaptopurina, azatioprina,
salicilatos, agentes uricosuricos, clorpropamida, anticoagulantes cumarinicos, fenitoina,
teofilina, ampicilina, amoxicilina, ciclofosfamida, doxorrubicina, bleomicina, procarbazina,
mecloroetamina, ciclosporina, didanosina, diuréticos e inibidores da enzima conversora de
angiostensina (BRASIL, 2019e). Ainda, destaca-se a interacdo alimentar com o alcool, pois
0 uso concomitante pode diminuir o efeito do alopurinol; com suplementos contendo ferro,
0 que pode causar um aumento da captacao do ferro pelo figado e, ainda, com a utilizacdo
de doses elevadas de vitamina C, que podem acidificar a urina e aumentar o risco de
formacdo de calculos renais (BARDIN et al., 2016; DRUGBANK, 2019; VIGIACCESS,
2019).

As apresentacdes disponiveis no mercado sdo comprimidos nas doses de 100 mg e
300 mg. Atualmente, 05 laboratorios farmacéuticos (Aspen Pharma Industria Farmacéutica
Ltda, Novartis Biociéncias S.A, Prati Donaduzzi & Cia Ltda, Sandoz do Brasil Industria
Farmacéutica Ltda e Sanofi Medley Farmacéutica Ltda) comercializam alopurinol no pais,
em ambas as concentragdes, totalizando 17 apresentacdes comercializadas, sendo 02 do
medicamento de referéncia Zyloric® e 15 apresentacdes de medicamentos genéricos; ndo

existindo, neste momento, apresenta¢cdes de medicamentos similares (BRASIL, 2019a).
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3.3 Desenvolvimento de métodos para quantificacdo do alopurinol em comprimidos
A necessidade de avaliar a qualidade dos medicamentos ofertados a populacéo fez
com que as industrias farmacéuticas, os 6rgdos reguladores de saude nacionais e as
universidades se debrucassem sobre o desenvolvimento de métodos capazes de identificar
e quantificar os farmacos presentes nas mais diversas formas farmacéuticas e nos seus
insumos farmacéuticos ativos (POLLITIS et al., 2017). E importante salientar que esses
métodos precisam ser capazes de gerar resultados que sejam confiaveis, e para esta
garantia é necessario que ele seja validado (KOLLA et al., 2019; BONFILIO et al., 2012).

Para a garantia da qualidade dos produtos farmacéuticos, se faz necessario atestar
a qualidade das andlises quimicas realizadas, haja vista que dados analiticos nao
confidveis sdo capazes de conduzir a decisdes desastrosas e prejuizos irreparaveis, tanto
do ponto de vista financeiro como do risco sanitario envolvido. Visando atestar estas
medicdes, dois fatores devem ser considerados: a qualidade das medidas instrumentais e
a confiabilidade estatistica dos célculos envolvidos no seu processamento (RIBANI et al.,
2004; POLLITIS et al., 2017; COELHO et al., 2018). Neste contexto, destaque especial
deve ser dado ao desenvolvimento de um novo método analitico, a adaptacdo ou a

aplicacdo de um método conhecido para gerar as medicdes quimicas (MARCO et al., 2019).

Existem diversos conceitos para a validagdo, dentre eles, pode-se destacar o do
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO), que
define validagdo como a comprovacéao, por meio do fornecimento de evidéncia objetiva, de
gue os requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico foram atendidos, esta mesma
definicao pode ser encontrada na NBR ISO/IEC 17025:2005 (apud KOLLA et al., 2019). Ja,
a ANVISA define a validacdo analitica como a avaliacao sistematica de um método por
meio de ensaios experimentais, de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de
gue os requisitos especificos para 0 seu uso pretendido sdo atendidos (BRASIL, 2017c;
MARCO et al., 2019). Apesar de serem definicdes diferentes, estes conceitos apresentam
similaridades nos quesitos necessarios para a verificacdo da confiabilidade dos métodos: a
necessidade da avaliagdo dos parametros de validacdo e a aplicacdo de meétodos
estatisticos para a analise dos dados oriundos desta experimentagédo (ORTIZ; SARABIA;
SANCHEZ, 2010; OLIVIERI, 2015).
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Quadro 01 — Parametros a serem considerados na validacédo analitica, conforme a Resolu¢do-RDC n° 166,
de 24 de julho de 2017, da ANVISA.

Doseamento
Teste de impurezas Dissolucao
A (quantificacédo)
PAara{nedtro Identificacdo
valiado Uniformidade de
contetido
Quantitativo Ensaio limite
Poténcia
Exatidao Nao Sim Nao Sim
Preciséo Nao Sim Nao Sim
repetibilidade
_ Precisdo N0 Sim® N0 Sim®
intermediaria
Seletividade® Sim Sim Sim Sim
B';ngggi N&o N&o®) Sim N&o
Limite de ~ . o ~
@)
Quantificagio Néao Sim Nao Nao
Linearidade Nao Sim Nao Sim
Intervalo Nao Sim Nao Sim

(1) Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, ndo é necessario conduzir a precisédo
intermediéria.
(2) Nos casos de ensaios de identificacdo, pode ser necessaria a combinacdo de dois ou mais
procedimentos analiticos para atingir o nivel necessério de discriminagao.
(3) Pode ser necessario em alguns casos.
Fonte: (BRASIL, 2017c)

Em 1990, a International Union of Pure and Applied Chemstry (IUPAC) estabeleceu
um protocolo para a padronizacdo da determinacdo das caracteristicas de mérito. Neste
mesmo periodo, as agéncias reguladoras de saude dos Estados Unidos da América, Japao
e Unido Europeia passaram a se reunir para o estabelecimento dos critérios para a
determinacao das figuras de mérito, em métodos que tinham como escopo a avaliagédo de
farmacos, criando a Conferéncia Internacional sobre Harmonizagdo (ICH, do inglés
International Conference on Harmonisation). Além destes existe, na area de quimica
ambiental, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA, do inglés Enviromental
Protection Agency), que estabelece as orientagcdes para a validacdo dos métodos
empregados na andlise de contaminantes publicados pela Agéncia de Prote¢cdo Ambiental
(apud OLIVIERI, 2015).
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No Brasil, a ANVISA publicou a Resolu¢do-RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, que
dispde sobre a validacdo de métodos analiticos e determina quais as figuras de mérito
devem ser aferidas dependendo da finalidade do método desenvolvido (Quadro 01)
(ALLEGRINI; OLIVIERI, 2014; BRASIL, 2017c).

3.3.1 Seletividade

A seletividade € entendida como a capacidade de identificacdo ou quantificacdo do
analito na presenca de componentes que possam estar presentes numa amostra. E a
capacidade do método de determinar, identificando e/ou quantificando a substancia de
interesse no meio de outras. Esta identificacdo deve ser feita de modo que o sinal gerado
pelo equipamento seja especificadamente da substancia analisada. Desta forma a
comprovacao da seletividade se da por meio da comprovacéo de que a resposta analitica
se deve Unica e exclusivamente ao analito, sem interferéncia de solventes, diluentes, da
matriz, de impurezas ou de produtos de degradacao. A avaliacao deste parametro pode ser
feita pela comparacéo da resposta de uma substancia quimica de referéncia ao método e
com a resposta do analito em sua matriz (OLIVIERI, 2015). Cabe salientar que para
meétodos cromatograficos deve ser comprovada a pureza do sinal (pico) do analito (BRASIL,
2017c).

3.3.2 Linearidade

A linearidade é entendida como o intervalo no qual existe uma relacao linear entre o
sinal medido (variavel dependente) e a concentracéo do analito (variavel independente) e,
a partir dessa relacdo pode-se transpor a um modelo matematico linear do tipoy = ax + b,
gerando uma curva, a qual da-se o nome de curva de calibracdo ou curva analitica (ORTIZ;
SARABIA; SANCHEZ, 2010).

Para que se possa estabelecer a linearidade deve-se utilizar, no minimo, 5
concentracOes diferentes da substancia quimica de referéncia, com a determinacdo em
triplicata, os dados obtidos devem ser apresentados em representacao grafica em funcao
da concentragdo do analito. O gréfico de dispersdo dos residuos, acompanhado de sua
avaliacdo estatistica, deve ser avaliado em nivel de significancia de 5%. A equac¢éo da reta
de regressdo de y em x deve ser estimada pelo método dos minimos quadrados. A

avaliagcdo da associagao linear entre as variaveis, por meio do coeficiente de correlagao (r)
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e de determinacdo (r?) devem estar acima de 0,990 e, finalmente, a avaliacéo do coeficiente

angular que deve ser significativamente diferente de zero (BRASIL, 2017c).
3.3.3 Limite de Deteccéao

O limite de deteccédo € definido como a menor quantidade de analito presente em
uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente pode ser quantificada
(ALLEGRINI; OLIVIERI, 2014; BRASIL, 2017c).

Existem trés maneiras de se estimar o limite de deteccdo: o método visual, em que
se considera a menor concentracdo a ser detectada na analise de amostras com baixas
concentracfes de analito; o método da relacado sinal ruido, no qual o limite € estimado
pela comparacdo do sinal analitico proveniente de uma amostra contendo uma baixa
concentragcdo do analito com o sinal produzido pelo branco, considerando a razéo sinal-
ruido maior ou igual a 2:1 e, por fim, o0 método baseado em parametros da curva
analitica, que leva em consideracéo o intervalo de confianca da regresséo e, neste caso,
o limite de deteccéo é definido como a concentracdo minima de uma substancia que pode
ser medida e informada com 99% ou 95% de confianga (OLIVEIRI, 2014; OLIVIERI, 2015).

3.3.4 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo é definido como a menor quantidade de analito presente
em uma amostra que pode ser determinado dentro dos limites de precisdo e exatidao do
método (ALLEGRINI; OLIVIERI, 2014; BRASIL, 2017c).

O limite de quantificacdo também pode ser estimado de trés maneiras diferentes:
método visual, que parte da analise de amostras com concentracdes conhecidas do
analito e se define o limite de quantificacdo pela menor concentragcdo que pode ser
guantificada levando em consideracdo a precisdo e exatiddo, o0 método sinal ruido,
estimado pela comparacéo do sinal analitico apresentado para uma amostra em baixas
concentracfes do analito com o sinal do branco e, entdo se estabelece a concentracao
minima em que o analito pode ser quantificado, considerando a relacdo sinal-ruido de 10:1
e, 0 método baseado em dados da curva analitica, que também é calculado a partir do
intervalo de confianga da curva analitica (ORTIZ; SARABIA; SANCHEZ, 2010; MARCO et
al., 2019).
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3.3.5 Precisao

A preciséo avalia a disperséo entre os valores medidos e o valor médio e, é calculada
por meio do estabelecimento do desvio padréo relativo (DPR) da série de medicbes. A
precisdo pode ser avaliada de trés maneiras: repetibilidade ou preciséao intra-corridas,
gue define a precisédo dos resultados com o mesmo analista e 0 mesmo equipamento, na
mesma condi¢do de operacdo em Unica corrida analitica e num curto intervalo de tempo, a
precisdo intermediaria ou inter-corridas/inter-dias, realizadas dentro de um mesmo
laboratorio, por diferentes analistas e em diferentes dias, ou por equipamento diferentes e,
reprodutibilidade quando os resultados obtidos sdo realizados por laboratérios
diferentes, mas seguindo o mesmo protocolo (BARACHE et al., 2017; BRASIL, 2017c;
KOLLA, et al., 2019).

Para a determinacdo da precisdo por repetibilidade, a ANVISA preconiza que as
amostras devem estar sob as mesmas condi¢cdes de operacdo, mesmo analista e mesma
instrumentacdo e, realizadas em Unica corrida analitica, utilizando no minimo 9
determinacdes dentro do intervalo linear, com 3 concentracfes: baixa e média e alta,
realizando em cada uma delas trés réplicas ou a realizacdo de 6 réplicas na concentracéo
100%, sendo preparada individualmente (BRASIL, 2017c).

3.3.6 Exatidao

A exatiddo é obtida por meio do grau de concordancia entre o valor medido por um
método e o valor de referéncia, considerado como valor verdadeiro, tendo uma relacéo
direta com o erro absoluto de uma medida (OLIVIERI, 2014; BRASIL, 2017c). Para a
determinacao da exatidao existem trés maneiras que podem ser utilizadas: a verificacdo da
exatiddo por meio de uma substancia quimica de referéncia, que possui pureza
conhecida e documentada ou pelo estabelecimento de comparacdo entre 0 método a ser
validado e um método ja validado e com precisdo e exatiddo ja conhecidos (OLIVIERI,
2015). Na indisponibilidade de amostras de todos os componentes do medicamento, pode
ser realizada a analise pelo método de adi¢cdo de substancia quimica de referéncia, no
qual quantidades conhecidas desta substancia sdo acrescidas a solu¢cdo do produto
terminado, ou ainda a exatiddo pode ser calculada pela diferengca entre o valor
encontrado (valor predito) e o valor de referéncia (valor verdadeiro) (OLIVIERI, 2014;
BARACHE et al., 2017; BRASIL, 2017c; KOLLA, et al., 2019).
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Cabe destacar ainda que, para a ANVISA, a realizacdo da exatiddo deve ser feita
em, no minimo, 9 determinacgdes, contemplando o intervalo linear do método, sendo em
trés concentracbes definidas como baixa, média e alta e, que nestes pontos, sejam
realizadas em trés réplicas (BRASIL, 2017c).

3.3.7 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho é definida a partir dos estudos de linearidade, preciséao e exatidao
e determina qual o dominio de concentracdo do analito em que o método responde e é

capaz de gerar dados confiaveis (BRASIL, 2017c).

3.3.8 Robustez

A robustez € a figura de mérito que avalia a capacidade do sinal analitico oriundo do
método em questdo resistir a pequenas e deliberadas variacdes das condi¢des analiticas,
sem alterar significativamente sua exatiddo e precisdo, portanto, € uma medida da
guantidade de variabilidade que o método pode suportar, sem perder a confiabilidade
(OLIVIERI, 2015). Para a analise da robustez, a ANVISA informa quais parametros devem
ser modificados nos diferentes métodos (Quadro 02) (BRASIL, 2017c).

Quadro 02— Condi¢des para a avaliagdo da robustez do método, conforme a Resolu¢do-RDC n° 166, de 24
de julho de 2017, da ANVISA.

Método Parametro

Estabilidade das solu¢gBes analiticas

Preparo de amostras Tempo de extracdo

Compatibilidade de filtros

_ Variagéo do pH da solucéo
Espectrofotometria

Diferentes lotes ou fabricantes de solventes

Variacado do pH da fase movel

Cromatografia liquida Variacdo da composicédo da fase movel

Diferentes lotes ou fabricantes da coluna
Fonte: adaptado de (BRASIL, 2017c)

Os compéndios considerados oficiais pela agéncia reguladora nacional, no caso do
Brasil, a ANVISA, informam quais os métodos devem ser aplicados nos testes para a
afericdo da qualidade dos medicamentos. Estes ensaios estéo disponiveis na Farmacopeia
Brasileira, que se encontra da 62 Edicdo (2019) e, na falta de uma monografia ou de um

ensaio para o insumo farmacéutico ativo ou produto acabado, podem ser utilizadas outras
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Farmacopeias (Quadro 03) que sao reconhecidas por esta Agéncia (BRASIL, 2009). Caso
nao existam métodos, também nestes compéndios, os estabelecimentos produtores de
medicamentos devem propor e otimizar suas metodologias préprias para utilizacdo no
controle de qualidade dos medicamentos e submeter a analise da ANVISA (BRASIL, 2017c;
BRASIL, 2019b).

Nestes compéndios, para a determinacédo dos farmacos, sdo empregadas técnicas
analiticas tais classicas como: titulagcdes &cido-base, potenciométricas e complexométricas;
ou instrumentais: espectrofotométricas e cromatogréaficas (CONCEICAO et al., 2019). Um
estudo realizado por Siddiqui; AlOthmam; Rahman (2017), com os métodos disponiveis na
Farmacopeia Americana (USP 27), de 2004, demonstra que os métodos empregando a
espectrofotometria de absor¢do molecular no ultravioleta e visivel (UV-Vis) representava
8,5% e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) representava 44% dos ensaios
para a determinacdo do quantitativo de farmacos tanto no insumo farmacéutico ativo quanto
nos produtos acabados. Analisando a Farmacopeia Brasileira (2019) séo,
aproximadamente, 20% de métodos empregando a espectrofotometria de absorgéo
molecular UV- Vis e 36% utilizando CLAE.

Em se tratando, especificadamente, do alopurinol o compéndio brasileiro possui uma
monografia para o produto acabado (comprimidos), inexistindo para o insumo farmacéutico
ativo, enquanto algumas Farmacopeias, como a Europeia (2017), Americana (2019),
Internacional (2019) e Japonesa (2019) possuem tanto a monografia para o insumo quanto

para os comprimidos.

Quadro 03 — Farmacopeias estrangeiras admitidas como compéndios oficiais pela ANVISA

Farmacopeias
Alema Francesa
Americana Internacional (Organizacdo Mundial de Saude)
Argentina Japonesa
Briténica Mexicana
Europeia Portuguesa

Fonte: BRASIL, 2009
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3.4 Espectrofotometria de absorcédo molecular naregido ultravioleta na determinacéao
de farmacos

Os métodos espectroscopicos de andlises, de um modo geral, baseiam-se na
medida da radiagdo emitida ou absorvida pela espécie que se pretende analisar e, estes
podem ser classificados de acordo com a regido espectral onde ocorre a medicao: visivel,
ultravioleta ou infravermelho (YI et al., 2016). Esta radiacéo é fruto da excitacéo eletrénica
de atomos (espectroscopia atbmica) ou de moléculas (espectroscopia molecular), que pode
ocorrer quando uma energia (calor, energia elétrica, luz ou reacéo quimica) interage com a
substancia (LI; HUR, 2017). Dentre as técnicas analiticas que utilizam a interacdo da
matéria com a luz pode-se destacar a espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regiao
do ultravioleta (UV) e visivel (VIS), que tem larga aplicacdo na quantificacdo de insumos
farmaceéuticos ativos nos diversos produtos farmacéuticos, pois possui vantagens como: a
simplicidade dos procedimentos, velocidade de execucdo dos testes, além da precisao e
exatiddo (REZENDE et al., 2017).

A absorcdo se da por meio da interacdo da radiacdo eletromagnética com o
composto, fazendo com que ocorra a absorcdo da radiacao eletromagnética pela molécula
sendo seus elétrons promovidos para niveis de maior energia. A regido espectral de
absorcao depende do tipo de ligacdo quimica presente na molécula absorvente, podendo
ser na regido UV de 200 a 400 nm ou na regido VIS de 400 a 800 nm. Estas moléculas séo
capazes de absorver a radiacdo devido a presenca de grupos croméforos, que absorvem
no UV-VIS. Cabe destacar que cada molécula é capaz de absorver a radiacao
eletromagnética em frequéncias especificas e, por este motivo podem ser utilizadas para a
identificacdo e quantificacdo (REDASANI et al., 2018). Estes procedimentos envolvem
medidas diretas de espécies que absorvem radiacdo, ou medidas realizadas apés
derivacdo quimica, sendo possiveis ainda acoplamento a diversas técnicas ou processos,
como cromatografia, eletroforese, além da realizacdo em fluxo (SIDDIQUI; ALOTHMAM;
RAHMAN, 2017). Na literatura cientifica, encontram-se diversos exemplos de métodos
desenvolvidos utilizando esta técnica para a determinacdo de farmacos seja como insumo
farmacéutico ativo isolado ou como constituintes de formas farmacéuticas.

Eles sédo empregados para determinar a concentracdo dos insumos farmacéuticos
ativos em condi¢cdes bem definidas, por meio da razdo entre a radiacdo (monocromatica)

incidente (lo) e a radiacao transmitida (1). A radiacdo absorvida pela amostra € comparada
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com a radiacéo absorvida por uma substancia com concentracdo conhecida (padrdo), e as
determinacdes espectrofotométricas estdo fundamentadas na lei de Lambert-Beer
(Equacéo 01) (REZENDE et al., 2017).

A =log (170) =exbxc (Equacéo 01)
A = Absorvancia
lo = radiacdo monocromatica incidente
| = radiag&o transmitida
¢ = Absortividade molar
b = caminho 6tico
¢ = concentracdo da espécie absorvente

A absortividade molar € entendida como a capacidade que um mol de substancia
tem de absorver a luz incidida, em um dado comprimento de onda (YI et al., 2016). Esta
propriedade é caracteristica de cada substancia e depende do comprimento de onda, da
temperatura e do solvente onde a substancia esta dispersa. O caminho 6tico € definido
como o caminho percorrido pelo feixe de luz através da amostra e a concentracdo da
substancia absorvente (LI; HUR, 2017). Cabe salientar que a Lei de Lambert-Beer possui
a limitacdo para absorvancias compreendidas entre 0 e 1 para amostras liquidas, valores
acima de 1 ndo seguirdo a correlacédo linear e, portanto, ndo podem ser utilizadas.

As medidas espectrofotométricas sdo realizadas por meio de um equipamento
chamado de espectrofotdmetro (Figura 04) que € capaz de dispersar a radiagdo emitida por
uma fonte luminosa, separando, por meio de um monocromador ou filtro, 0s comprimentos
de onda da fonte e incidindo na amostra um comprimento de onda especifico, e captando
a radiacao que nao foi absorvida (radiacao transmitida) que, entdo, é captado pelo aparelho
e transformado em um sinal elétrico (REZENDE et al., 2017).

Figura 04 — Esquema de funcionamento do espectrofotbmetro de absor¢ao na regido do ultravioleta.

luz luz
incidente transmitida
m monocromador = detector

fon‘te de _
energia lente 1

amostra

processador

saida de dados

Fonte: PARRON; PEREIRA; MUNIZ (2011)



39

Apesar das versatilidades e do facil emprego na rotina laboratorial, esta técnica
possui como desvantagem o fato de ndo ser uma técnica separativa, ndo é capaz de
detectar compostos diferentes que absorvam em comprimentos de ondas proximos
(REDASANI et al., 2018).

A Farmacopeia Brasileira (2019) emprega a espectrofotometria de absorcao
molecular no ultravioleta para o alopurinol em trés ensaios diferentes: Ensaio de
identificagéo, dissolugdo e doseamento (BRASIL, 2019c). Em algumas Farmacopeias,
como a Americana (2019), Internacional (2019) e Japonesa (2019) esta técnica sO €
utilizada no ensaio de dissolucéo. Ja na literatura foram encontradas 05 publicacdes que
empregaram espectrofotometria de absor¢cdo molecular no ultravioleta para determinacao

de alopurinol em comprimidos (Quadro 04).

Quadro 04 — Métodos para a determinagéo de alopurinol em comprimidos que empregam

espectrofotometria de absor¢gdo molecular encontrados na literatura cientifica.

Solvente Comprimento de onda (hm) Referéncia
HCI 0,01 mol L 250 Farmacopeia Brasileira, 2019
HCI 0,01 mol L 250 Farmacopeia Japonesa, 2019
HCI 0,01 mol L1 250 Farmacopeia Americana, 2019
HCI 0,01 mol L1 250 Farmacopeia Internacional, 2019
HCI 0,1 mol L1 215
Tampé&o acetato pH 4,5 242 ALGHADI; HAMEDELNEIL, 2017
Tampéo fosfato pH 6,8 242
HCI 0,01 mol L 250 MOGAL et al., 2016
HCI 0,01 mol L 250 SMETISKO; MILJANIC, 2017
Tampéo fosfato pH 6,8 262 KUMAR; BASAVA RAO, 2016
HCI 0,1 mol L? 250 AMMAR et al., 2011

3.5 Cromatografia liguida de alta eficiéncia na determinacédo de farmacos

A CLAE é uma das técnicas analiticas mais empregadas para a identificacdo e
guantificacdo de farmacos nas diversas farmacopeias, pois € capaz de separar 0s
compostos presentes em uma mistura, identifica-los e/ou quantifica-los, separadamente
(BONFILIO et al., 2012; THAMMANA, 2016). Esta técnica apresenta como vantagens a alta
resolucdo e capacidade de gerar resultados quantitativos com alta precisdo e boa
sensibilidade, tendo uma ampla aplicacdo nas areas: farmacéutica, ambiental, alimentar,

forense e clinica (BOADU et al., 2015). Como desvantagens, podem-se citar o alto custo
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de instrumentacéo e operacao, a necessidade de experiéncia para o manuseio (DA SILVA;
COLLINS, 2011).

A execucao desta técnica é feita em um equipamento chamado de cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (Figura 05), equipado com uma bomba de alta pressao capaz de
fazer o solvente (fase movel) eluir por uma coluna preenchida com um material sorvente
(fase estacionaria) (POLITIS et al., 2017). Nesta eluicdo cada composto presente na
mistura tera interagdes diferentes com a fase estacionaria e com a fase movel, portanto,
gerara tempos de saida da coluna e, consequentemente, deteccéo diferentes, sendo entéao
este o principio desta técnica (THAMMANA, 2016). A comparacao dos tempos de retencao
(Tr) do cromatograma oriundo da substancia quimica de referéncia com os dos
medicamentos é o que revela a presenca do farmaco nos produtos testados (SAHU et al.,
2017).

Figura 05 — Esquema do cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia.
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Fonte: GUIMARAES; COLLINS (1997)

Para o desenvolvimento de métodos empregando a cromatografia liquida de alta

eficiéncia deve-se observar as caracteristicas fisico-quimicas da amostra e do analito, pois
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este conhecimento evita problemas na quantificacdo, que podem estar relacionados com
reacdes secundarias, com impurezas ou degradacdes nas estruturas durante a aplicacédo
do método analitico (SILVA; COLLINS, 2011). Deve especial destaque a compatibilidade
da amostra e do analito tanto com a fase movel, quanto com a fase estacionaria, para ndo
causar entupimento na coluna e, por conseguinte, inviabilizar as determinacdes (SIDDIQUI;
ALOTHMAM; RAHMAN, 2017).

Existem diversas colunas cromatograficas no mercado, as quais variam de
fabricante, dimensao e tamanho das particulas que as preenchem (POLITIS et al., 2017).
As colunas normalmente séo feitas de aco inoxidavel, com comprimento entre 50 e 300
mm, com o didmetro interno em torno de 2 e 5 mm, e preenchidas com uma fase
estacionaria, cujo tamanho das particulas podem variar de 3 a 10 um (THAMMANA, 2016).
Dependendo do tipo de preenchimento da fase estacionaria, a CLAE pode ser processada
em: fase normal, fase reversa, por exclusdo de tamanho ou troca iénica (SIDDIQUI;
ALOTHMAM; RAHMAN, 2017).

Na fase normal a separacdo a fase estacionéaria € polar, tendo o destague para a
utilizacdo da silica, e € percolado por ela um solvente, ou misturas deles, de caracteristica
ndo polar, tais como, hexano, cloroférmio e o éter dietilico. A separacdo € baseada na
polaridade e a capacidade da fase estacionaria em reter as substancias polares na coluna,
fazendo com que estas levem mais tempo para alcancarem o detector (tempo de corrida)
(BOADU et al., 2015). Logo, este método é aplicado para a determinacdo de compostos
apolares. J4 na fase reversa, a coluna € preenchida com substancia apolar, sendo
amplamente utilizadas as de silica modificada com octadecilsilano (C18) e octacilsilano
(C8), e o solvente que atravessa esta fase é de natureza polar. Quanto mais apolar for a
substancia carreada por este solvente maior sera o tempo em que esta atravessara a fase
estacionaria e, por conseguinte, detectada (SILVA; COLLINS, 2011). Para a determinacdo
de compostos polares este método € utilizado com frequéncia, tendo destaque para as
aplicagbes farmacéuticas incluindo os ensaios de qualidade, estudos de dissolucéo e

estabilidade dos medicamentos (THAMMANA, 2016).

Além destes dois métodos, sdo empregados na CLAE a exclusao por tamanho, em
gue é incorporado a coluna substancia com poros de tamanho definidos para que as

particulas carregadas pela fase movel, com didmetro maior que o tamanho dos poros sejam
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eluidas primeiro, enquanto as particulas de tamanho menor ficam retidas na coluna
cromatografica (POLITIS et al., 2017). Por fim, o método de separacédo por troca iénica, no
gual a fase estacionaria possui superficie ionicamente carregada, e as particulas de cargas
iguais a desta superficie migrardo pela coluna com maior rapidez, enquanto que as
particulas carregadas com carga oposta a da coluna irdo interagir com ela, ficando retidas
por mais tempo e detectadas a posteriori (BOADU et al., 2015). Neste caso, a fase movel
usada é um tamp&o aquoso que controla o pH e a forga ibnica (MEHTA; PATELIA; BHOYA,
2013).

Outro ponto que merece destaque em uma separacéao cromatografica € a fase movel,
pois a mesma “carrega” o analito pela coluna e o faz chegar ao detector para ser identificado
e/ou quantificado (SAHU et al., 2017). Esta fase dever ser capaz de carrear o analito sem,
no entanto, reagir com o mesmo, para que nao se forme outro composto e inviabilize a
determinacao (SILVA; COLLINS, 2011; SIDDIQUI; ALOTHMAM; RAHMAN, 2017). A fase
movel deve ser compativel com o detector empregado e, também possuir polaridade
adequada para permitir uma separacéo conveniente dos componentes da amostra (SABIR;
MOLOY; PARMINDER, 2013). Embora existam varios solventes, trés deles sdo mais

utilizados: agua, metanol e acetonitrila (MARCO et al., 2019).

A bomba presente na CLAE tem o objetivo de captar o solvente, ou a mistura deles,
gue compdem a fase movel e eluir na fase estacionéria, perpassando-a até que se chegue
ao detector, no qual o analito sera determinado (SILVA; COLLINS, 2011). Os equipamentos
séo equipados com bombas que podem chegar a uma pressao de 42.000 Kpa, quando em
operacdo, mas esta pressao é dependente das dimensfes da coluna, do tamanho das
particulas e da composicao da fase movel (THAMMANA, 2016). Esta pressdo gera um fluxo
de passagem de fase movel pelo equipamento, sendo também uma variavel a ser
parametrizada nos métodos cromatograficos desenvolvidos (SIDDIQUI; ALOTHMAM;
RAHMAN, 2017). O fluxo pode ser subdividido em dois: fluxo derivado de bombeamento
isocratico, em que a composicado da fase mével é mantida constante durante toda anélise
cromatografica, ou bombeamento por gradiente, em que ha a necessidade de alteracdo da
composicdo da fase movel, sem alteracdo da vazéo total, com a finalidade de diminuir
tempo de analise e/ou melhorar a separacédo dos componentes da amostra (BOADU et al.,
2015). O fluxo, por sua vez, pode ser subdividido em dois: bombeamento por gradiente em

baixa presséo, onde se utiliza uma Unica bomba e a sele¢édo do solvente a ser utilizado da-
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se por meio de valvula de multiplas vias controladas pelo software do sistema, e
bombeamento por gradiente em alta pressdo, onde sdo necessarias bombas especificas

para cada solvente utilizado na fase mével (MARCO et al., 2019).

Ja o injetor € o local onde a amostra € injetada para ser carreada pela fase mével e
seguir seu trajeto, atravessando a fase estacionaria, separando-a nos mais diversos
componentes e encaminhadas em tempos diferentes para o detector (BOADU et al., 2015).
Na CLAE, o volume de injegc&o pode variar de 0,5 a 500 uL e os injetores automaticos (auto-
injetores ou auto-amostradores) sao utilizados frequentemente, pois conferem ao método
uma boa precisédo (SABIR; MOLOY; PARMINDER, 2013).

O detector da CLAE esté4 situado ap0s a coluna e é capaz de distinguir os analitos a
medida que eluem da coluna cromatogréafica (THAMMANA, 2016). A selecéo do detector é
de extrema importancia e é dependente da natureza dos analitos, dos potenciais
interferentes, do limite de detec¢do necessario, além do custo associado para a aquisicédo
(SILVA; COLLINS, 2011). Os detectores mais utilizados regularmente séo: espectroscopia
de UV, que exibe boa versatilidade e alta sensibilidade, sendo empregado rotineiramente
na determinacao de impurezas e analises quantitativas de baixas concentracdes, podendo
ser encontrado no mercado como um detector que faz leitura apenas pontual, ou seja em
um Unico comprimento de onda ou com detector simultdneos de comprimento de onda
Diode Array (DAD), no qual pode-se selecionar o melhor comprimento de onda para cada
um dos componentes, otimizando dessa forma a sensibilidade (LI; HUR, 2017). O DAD é
um detector importante na determinacdo de impurezas, nas sinteses e controle de
gualidade de insumos farmacéuticos ativos e de produtos farmacéuticos (SIDDIQUI;
ALOTHMAM; RAHMAN, 2017). O detector de fluorescéncia oferece alta sensibilidade e
seletividade para a quantificacdo de compostos capazes de emitir luz quando submetidos
a radiacdo. O detector por espectrometria de massa é capaz de identificar e quantificar
compostos por meio da relacdo carga-raio (m/z), dentre outros detectores disponiveis no
mercado (POLITIS et al., 2017).

O registro dos sinais oriundos dos detectores € realizado pelos softwares dos
cromatografos, estabelecendo uma correlacdo entre o tempo de deteccdo e o sinal da
grandeza fisica ou fisico-quimica apresentada, gerando um grafico, o qual é chamado de
cromatograma (SABIR; MOLOY; PARMINDER, 2013). A partir do cromatograma sao
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gerados uma série de parametros importantes no processo de identificacdo dos compostos
separados, além de avaliar o desempenho cromatografico e auxiliar na otimizacdo do
processo de separacao. Dentre eles tem-se: o tempo de retencéo, fator de retencao, fator
de separacao, numero de pratos e resolucédo (BOADU et al., 2015).

O tempo de retencéo (Tr) de um analito é definido como o tempo decorrido do
instante em que a amostra foi injetada até o instante do maximo do pico (SIDDIQUI;
ALOTHMAM; RAHMAN, 2017). Nas analises cromatograficas, desde que mantidas
constantes o fluxo da fase movel e a temperatura da coluna, o tempo de retencdo sera
constante (THAMMANA, 2016). A partir do tempo de retencdo pode ser calculado os
seguintes parametros: fator de retencao (k), fator de separagado (a), nimero de pratos
tedricos (N) e resolucdo, sendo esta uma medida quantitativa da habilidade da

cromatografia em separar dois compostos (POLITIS et al., 2017).

As Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (USP, 2019) utilizam para a
determinacao de alopurinol como fase estacionaria uma coluna C18 (octadecilsilano), de
dimensdes 250 mm X 4,6 mm X 5,0 um, com o tempo de corrida de 30 minutos e 35
minutos, respectivamente. O desenvolvimento de métodos com menor tempo de corrida,
favorece tanto a rotina (nUmero maior de corridas, em menor tempo), como o reduzido
consumo de solventes (SABIR; MOLOY; PARMINDER, 2013). Na literatura foram
encontrados 06 estudos de determinacédo de alopurinol empregando a CLAE, destes 04
realizam a determinacéo do farmaco em urina e sangue e apenas 02 estudos trataram da

avaliacdo em medicamentos (Quadro 05).

A busca por processos cada vez mais rapidos faz com que sejam desenvolvidas
colunas cada vez menores e com um tamanho de particulas de preenchimento menor (<
5,0 um), o que faz com que a superficie de contato entre particulas e fase movel, que
carrega o analito, seja maior gerando maior numero de interacdes e, por consequéncia,
uma separacao mais efetiva (POLITIS et al., 2017). Aléem do tamanho das particulas, uma
alternativa que pode ser utilizada no desenvolvimento de métodos € a mudanca da
polaridade da fase estacionaria, diminuindo-a ou aumentando-a, dependendo do analito a
ser separado (RODRIGUES, 2011) e a juncao dessas duas alternativas, tamanho da coluna
e polaridade dela, pode reduzir em muito o tempo necessario para a separacao dos

compostos de uma mistura (BOADU et al., 2015).
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Quadro 05- Métodos para determinacao de alopurinol que empregam cromatografia liquida de alta

eficiéncia encontrados na literatura cientifica.

Objetivo do Técnica Fase Fase o o
o . i Condi¢cdes | Referéncia
estudo analitica estacionaria movel
Determinar Cromatografia Fluxo: 0,5
alopurinol e liquida- C18 (150 mm | A&cido férmico 0,1% (v v1) mL min-t
o ) o RATHOD
oxipurinol em | espectrometria X 4,6 mm x e acetonitrila temperatura
etal., 2017
plasma de massas 5,0 uym) (98:2, vv?) da coluna
humano (LC-MS/MS) 40°C
Fluxo: 1,0
] mL min-t
Determinar i o
. Cromatografia | C18 (250 mm | acetato de s6dio 0,02 mol | Temperatura
alopurinol e o . o REINDERS
o Liquida de Alta X 4,0 mm X L ajustado com &cido da coluna
oxipurinol em . . et al., 2007
Eficiéncia 5,0 um) acético 30% para pH 4,5; 32,5°C
soro humano ~
Deteccéo:
254 nm
Determinar Cromatografia . Fluxo: 0,5
. o metanol e solu¢cdo aquosa )
alopurinol e liquida- C18 (150 mm ) . mL min-t
o ) de formiato de amonio 5 LIU et al.,
oxipurinol em | espectrometria X 4,6 mm X Temperatura
) mmol L 2013
plasma e urina de massas 3,5 um) da coluna
(95:5, vv?)
de humanos (LC-MS/MS) 40°C
acetonitrila
contendo 100 mmol L de
Determinar ) solucéo de fosfato de Fluxo: 2,0
_ Cromatografia | C18 (100 mm o )
alopurinol e o potassio pH 4,0 € 0,5 mL min? TADA et al.
o Liquida de Alta x 8,0 mm x
oxipurinol em . mmol L1 de deteccéo: 2003
Eficiéncia 10,0 ym) ]
soro humano Hidrogenossulfato de 260 nm
tetra-n-butilaménio
(2:98, v v1)
solucdo aquosa de acido
) ] . o Fluxo: 1,0
Determinar Cromatografia | C18 (250 mm | acético e acetato de sédio )
) ) _ mL min-t AMMAR et
alopurinol em | Liquida de Alta | x 4,6 mm x 5,0 | (2,72 g L) ajustado para
o o o Deteccéo: al.,, 2011
comprimidos Eficiéncia pum) pH 4,5 e acetonitrila
254 nm
(96:4,vv?)
Determinar o . RAJKUMA
. ] acetonitrila e tampéao Fluxo: 0,8
alopurinol e Cromatografia | C18 (250 mm . ) R;
o o acetato de amonio mL min-t
acido lipéico | Liquida de Alta | x 4,6 mm x 5,0 ) BHAVYA,;
. ajustado para 4,6 Deteccéo:
em Eficiéncia pum) KUMAR,
o (50:50, v v1) 210 nm
comprimidos 2014
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Outro aspecto a ser abordado € a utilizacdo de solventes toxicos pode comprometer
0 meio ambiente e, desta forma, urge a necessidade de desenvolvimento de métodos com
maior consciéncia ambiental, eliminando ou reduzindo o uso dos mesmos. Logo, 0 uso
amigavel de solventes menos toxicos e menos agressivos ao meio ambiente € uma
alternativa (MARCO et al., 2019; JAHANGIRIAN et al., 2017; OLIVIERI, 2014).

3.6 Ensaios de dissolucdo de medicamentos

Para que ocorra a liberacdo de um farmaco presente em uma forma farmacéutica
sélida existem trés etapas, que podem ou ndo ocorrer simultaneamente: desintegracao,
desagregacao e dissolucdo. Destes, a dissolucdo tem um importante papel no processo de
absorcao, uma vez que a velocidade com que ocorre a dissolucéo é o fator determinante
para esta etapa (CONCEICAO et al., 2018). Com o objetivo de determinar a extenséo desta
velocidade de dissolucao foi desenvolvido e aplicado o teste de dissolugao in vitro, pois este
possui papel fundamental no desenvolvimento de formulag@es sélidas orais e na avaliacdo
da qualidade dos produtos disponiveis a populacdo (PESSANHA et al., 2012; ; SANTOS
JUNIOR et al., 2014). Os ensaios de dissolucdo podem ser subdivididos em: ensaio de
dissolucdo de um ponto e perfil de dissolucdo. Nestes ensaios € possivel avaliar tanto a
cinética quanto a eficiéncia de dissolucdo de um determinado produto sélido oral
(CONCEICAO et al., 2018; CABRAL et al., 2019).

3.6.1 Teste de dissolucao

A realizacdo do teste de dissolucdo em uma Unica observacao (teste de um ponto)
€ ideal para a avaliacdo da adequabilidade da formulacdo ao seu uso pretendido,
disponibilizando ao beneficiario do medicamento, o quantitativo do farmaco para ser
absorvido e distribuido no corpo, ou seja, a fracéo biodisponivel (BIANCHINI et al., 2019).

O teste de dissolucdo de um ponto é realizado, conforme definido no compéndio
oficial, empregado para determinar a quantidade de substancia ativa dissolvida em um meio
de dissolucdo e em condi¢cdes especificadas nas monografias, quando o produto é
submetido a acdo de aparelho chamado de dissolutor (BRASIL, 2019c). Este ensaio
determina a porcentagem do insumo farmacéutico ativo liberado no meio de dissolu¢cao em
funcdo do tempo, tendo como balizador o quantitativo declarado no rétulo e, ainda, visa

demonstrar se o produto atende aos critérios definidos na monografia do medicamento
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estudado, tendo uma relacéo de predicéo in vitro da biodisponibilidade (ZAMAN et al., 2016;
POLITIS et al., 2017). O dissolutor € dotado de cubas com capacidade de (1.000 mL) a
serem preenchidas com o meio de dissolugédo. Cada cuba deve estar imersa em banho de
aguecimento a temperatura controlada de (37+ 1) °C. Hastes metalicas contendo o aparato
responsavel pela rotacdo do meio de dissolucao ficam acima da cuba de dissolucéo para,
guando acionados, promoverem no meio uma velocidade de agitacdo controlada, conforme
definido na monografia do produto. Os aparatos utilizados para a realizacao do teste sao:
cesta (aparato 1), pas (aparato 2) e cilindros alternantes (aparato 3), sendo este Ultimo de
baixa aplicabilidade no compéndio brasileiro (BRASIL, 2019c). Apdés o processo de
dissolucdo €é colhida uma aliguota de cada uma das solucfes teste e realizada a
quantificacdo do farmaco presente nas mesmas (BRASIL, 2019c; USP, 2019). O processo
de agitacdo deve ser analisado no teste de dissolucdo, pois este deve ser suave e
constante, numa velocidade determinada na monografia do produto, com eliminacéo de
fontes de vibracdo para néo afetar a hidrodinamica do sistema (PESSANHA et al., 2012).

Conforme as Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (2019), o teste de
dissolucéo para comprimidos, deve ser executado nas seguintes condi¢des: 900 mL acido
cloridrico (HCI) 0,01 mol L; aparato 2 (pa), com velocidade rotacional de 75 rotagGes por
minuto (rpm), durante 45 minutos. Apds o teste uma aliquota é retirada, devidamente filtrada
e diluida até concentracdo adequada (1,0 pg mL1). Em seguida, é realizada a medida da
absorvancia, empregando a espectrofotometria de absor¢cdo molecular, no comprimento de
onda 250 nm (BRASIL, 2019c; USP, 2019).

3.6.2 Perfil de dissolucéao

Para a avaliacdo da qualidade de medicamentos genéricos e similares, a legislacao
brasileira, por meio da Resolugédo-RDC n° 200, de 26 de dezembro de 2017, determina a
realizacéao do perfil de dissolugdo comparativo com o medicamento referéncia. Este teste é
realizado através da coleta de diversos pontos ao longo da execucdo do teste de
dissolugéo, para entdo determinar se os perfis de dissolu¢cdo dos dois medicamentos
estudados sao proximos, sendo possivel, entdo, avaliar um dos parametros constantes no
estudo de equivaléncia farmacéutica (SANTOS JUNIOR et al., 2014; VIANA et al., 2016;
FERREIRA et al., 2016; BRASIL, 2017b).



48

Os estudos de equivaléncia sdo importantes, pois fazem parte do arcabouco para a
comprovacao de que os medicamentos genéricos e similares, que em sua grande maioria
sdo de custos inferiores aos de referéncia, possuem qualidade e podem ser intercambiaveis
sem prejuizo da atividade terapéutica. Desde a criacdo dos medicamentos genéricos (Lei
Federal n® 9.787/1999), os testes de equivaléncia farmacéutica e, dentre eles, o perfil de
dissolucdo comparativo entre medicamentos genéricos e o medicamento referéncia sao
exigidos. Para os medicamentos similares esta obriga¢cdo so foi determinada pela ANVISA
em 2003, com a publicacdo da Resolucdo RDC n° 134/2003, que estabeleceu que todo
medicamento similar deveria apresentar no ato de renovacdo do registro do seu
medicamento 0s ensaios de equivaléncia terapéutica. JA& em 2014, foi publicada a
Resolucdo RDC n° 58/2014 obrigando que todos os medicamentos similares que ja haviam
apresentados os testes de equivaléncia farmacéutica, incluissem em suas bulas a
expressao; “medicamento similar equivalente ao de referéncia”, inaugurando, entdo, mais
uma classificacdo de medicamentos, 0s similares equivalentes, que possuem a
intercambialidade garantida (BRASIL, 2003; BRASIL, 2014). Além disto, esta resolugéo
determinou a publicizacéo da lista de medicamentos similares equivalentes farmacéuticos
no site da ANVISA.

O perfil de dissolucéo é tracado com base no método disponivel para a determinacgéo
do teste de dissolucdo (um ponto) disponivel nos compéndios oficiais [Farmacopeias
Internacional (2017), Brasileira (2019), Americana (2019) e Japonesa (2019)]. Para o
estabelecimento do perfil séo retiradas amostras ao longo do tempo de execucéo do teste
(o nimero de pontos de coleta das amostras deve ser representativo do processo de
dissolucdo até a obtencdo do platd na curva), devidamente filtradas e diluidas até
concentracdo adequada. Em seguida, é realizada a medida da absorvancia empregando a
espectrofotometria de absorcdo molecular, no comprimento de onda 250 nm (IP, 2017;
BRASIL, 2019c; JP, 2019; USP, 2019).

Para a realizacdo dos calculos do estudo comparativo dos perfis de dissolucéo
existem, ao menos, trés métodos que podem ser utilizados: o0 método que utiliza a andlise
de variancia (ANOVA); o modelo independente, que necessitam da realizagdo do calculo
dos fatores: de diferenca (f1) e de similaridade (f2), e 0 modelo dependente, que se utilizam
dos modelos matematicos para a determinacdo da funcdo mais adequada ao modelo

estudado (cinética de dissolucédo) (PESSANHA et al., 2012). Estes modelos matematicos
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correlacionam as porcentagens dissolvidas do farmaco com o tempo para, entdo, construir
equacdes de reta e avaliar o seu coeficiente de correlacdo (BIANCHINI et al., 2019). Dentre
as possibilidades de estudo das relagdes, existem duas que podem ser estudadas neste
processo: 0 modelo de ordem zero, em que € construido, para cada produto, um grafico
gue relaciona o tempo com a quantidade de farmaco nao dissolvido e o0 modelo de primeira
ordem em que, o grafico € construindo com base na relacdo tempo versus logaritmo
neperiano (In) da porcentagem de farmaco ndo dissolvido. A definicdo de qual modelo
melhor explica o0 comportamento experimental € dada pelo coeficiente de correlagéo, e a

significancia dele é fornecida pelos valores de p e pelo teste F (CABRAL et al., 2019).

A partir da definicdo do modelo matematico € possivel realizar os célculos de meia-
vida de dissolugéo (tsq,), entendido como o tempo no qual se dissolvem 50% do farmaco,
a constante de velocidade de dissolucao (k) e a quantidade dissolvida de farmaco em
fungcdo do tempo do ensaio de dissolucdo (Q:), sendo este tempo determinado na
monografia do medicamento dos compéndios oficiais (no caso do alopurinol 45 minutos).
Além destes modelos cinéticos apresentados, outro parametro que pode ser avaliado é a
eficiéncia de dissolugcédo (ED%), que tem por definicdo a area sob a curva de dissolu¢do em
um determinado intervalo de tempo (CONCEICAQO et al., 2018). Com este parametro é
possivel ter uma comparacao mais fidedigna entre dois produtos, além de ser um parametro
real da quantidade de farmaco dissolvida no meio (SANTOS JUNIOR et al., 2014).

A ANVISA preconiza que a comparacdo dos perfis de dissolucdo seja feita
empregando o método modelo independente simples e calculado apenas o fator f;
(BRASIL, 2010). O fator f1 indica a porcentagem de diferenca entre os dois perfis de
dissolucéo e é calculado por meio da Equacao 02:

fi = {{Tt=1" (Re—= T} / [Xt=1" R{} X 100 (Equacéo 02)

Onde: n = nimero do tempo
Rt = valor de referéncia da dissolu¢éo do grupo de tempo t
Tt = valor do teste de dissolucédo do grupo de tempo t

Jéa o fator f2 indica a média da similaridade da porcentagem de dissolucdo entre os

dois perfis e tem seu calculo por meio da Equacéo 03:
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f, =50 X log {[(1+1/n) ¥t = 17 (R — T¢)?] 5 X 100} (Equac&o 03)

Em que: n = nimero do tempo
Rt = valor de referéncia da dissolu¢do do grupo de tempo t
Tt = valor do teste de dissolucéo do grupo de tempo t

Na literatura, os valores de f; aceitos sdo de 0 a 15, enquanto para f> os valores
devem estar compreendidos entre 50 e 100 (PESSANHA et al., 2012), mesmo critério de
aceitacao definido pela ANVISA (BRASIL, 2019c). Insta salientar que a norma da agéncia
reguladora brasileira, ainda pormenoriza o calculo de f;, nos casos de farmacos que
apresentam alta solubilidade e estejam presentes em uma forma farmacéutica solida de
liberacdo imediata e, ainda, que apresentam dissolu¢do muito rapida, entendido como a
dissolucdo maior que 85% em até 15 minutos (nos dois medicamentos estudados), este

fator perde sua capacidade de estabelecer a similaridade (BRASIL, 2010).

Existem poucos estudos na literatura que visam desenvolver e otimizar métodos de
doseamento e dissolucdo de alopurinol em comprimidos. Destes, podem-se destacar o
estudo de Ammar e colaboradores (2011) que visava a formulacdo, caracterizacdo e
avaliacdo biofarmacéutica de comprimidos de alopurinol utilizando para o teste de
dissolugcdo o meio de HCI 0,1 mol L. Para a quantificacdo da dissolucao, foi utilizada a
CLAE com fase estacionaria a coluna C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym), com fase movel:
solucdo aquosa de &cido acético e acetato de sédio (2,72 g L) ajustado para pH 4,5 e
acetonitrila 96:4 (v v1), no fluxo de 1 mL min-t e detector UV 254 nm (Quadro 06). Ja Alghadi
e Hamedelneil (2017) utilizaram os meios de dissolugéo tampéao acetato pH 4,6 e tampéao
acetato pH 6,8, empregando espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta (215 nm e 242
nm). (Quadro 05). As outras publicacbes encontradas empregavam, como meio de
dissolucédo, o mesmo determinado pelas farmacopeias, em concentracao igual ou superior
a estabelecida, HCI 0,01 mol L?).

A partir dos dados encontrados na literatura cientifica, foi possivel observar a
utilizagéo de solventes toxicos como o metanol e acetonitrila em grandes propor¢des, 0 que
contraria os conceitos da quimica verde, definida como o desenho, desenvolvimento e
implementacdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou
geracdo de substancias nocivas a saude humana e ao ambiente (JAHANGIRIAN et al.,

2017). Portanto, se faz necessario o desenvolvimento de novos métodos que visem a
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substituicdo desses solventes, se possivel, ou a minimizacao da sua utilizacdo (MARCO et
al., 2019).

3.7 Planejamento fatorial

A busca pelo desenvolvimento de métodos que fossem cada vez mais sensiveis e 0
advento de técnicas analiticas mais sofisticadas, com a maior responsabilidade ambiental,
Menos NOCIVos e mais sustentaveis, fez surgir a quimiometria, entendida como o campo da
guimica que utiliza ferramentas estatisticas e matematicas para o planejamento e
otimizacdo das condi¢cbes experimentais, e para a extracdo de informacdo quimica

relevante de dados quimicos multivariados (SAHU et al., 2017).

Na quimiometria, com o emprego das analises multivariadas, € possivel avaliar mais
de uma variavel do dominio experimental simultaneamente, além das correlacdes
(interacdes) entre elas, sendo uma das vantagens quando comparadas as analises
univariadas, diminuindo o nimero de experimentos a serem realizados e estabelecendo as

condi¢cBes para a extracdo dos melhores resultados experimentais (KOLLA et al., 2019).

Dentro das ferramentas utilizadas na quimiometria, o planejamento fatorial tem seu
destaque, pois € uma ferramenta estatistica simples e amplamente empregada na quimica,
em diferentes amostras e com diferentes propdésitos (SANTOS et al., 2017). Na area das
Ciéncias Farmacéuticas o planejamento fatorial é encontrado em estudos para
determinacéo das melhores condi¢es de dissolucdo de medicamentos (HENRIQUEZ et
al., 2019; KOLLA et al., 2019), na quantificacdo de metais em urina (SANTOS et al., 2017),
no desenvolvimento de formula¢gdes orais, de liberacdo imediata e prolongada, nasais,
transdérmicas, cutaneas, oculares e injetaveis, nos controles de processo da industria
farmacéutica, avaliacdo de produtos genéricos e desenvolvimento de métodos analiticos

para a quantificacdo de farmacos nas formas farmacéuticas (POLITIS et al., 2017).

Para a realizacdo de um planejamento fatorial € de fundamental importancia a
definicdo dos fatores que serdo avaliados (varidveis independentes), estes fatores podem
ser tanto qualitativos quanto quantitativos. O estabelecimento dos niveis que serao testados
e a definicdo do resultado a ser comparado (variavel dependente) também é relevante
(KOLLA et al., 2019). Com estas informacdes € possivel realizar a representacdo do

planejamento fatorial, que sendo em dois niveis sera representado por 2k, em que 2 significa
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0 numero de niveis e k 0 numero de fatores a serem estudados. No caso de trés niveis, 0
namero 2 é substituido por 3 e tem-se a seguinte representacao 3k (NOVAES et al., 2016).
Desta forma, um planejamento fatorial de 2 niveis e 3 fatores estudados, terd no minimo, 8

(23) experimentos.

O planejamento fatorial de dois niveis (2K) é particularmente Util nos estagios iniciais
de um trabalho experimental, quando se tém muitas variaveis a se investigar (POLITIS et
al., 2017). Esse procedimento fornece o menor nimero de andlises com 0s quais os k
fatores podem ser estudados em um planejamento fatorial completo e, por esse motivo,
esse planejamento € largamente usado em experimentos de varredura de fatores (NOVAES
et al.,, 2016). Com a definicdo dos niveis, estes séo classificados como baixo e alto, e
representados, por convencao, como (-1) e (+1), respectivamente (SANTOS et al., 2017).
Cabe salientar que na definicdo de mais de dois niveis ocorrerd uma nova classificacao, de
modo que se estabeleca uma nova convencao, e no estabelecimento de um ponto central,
serd designado como valor (0) (NOVAES et al., 2016). A partir deste estabelecimento é
construida a matriz de planejamento para a definicdo dos experimentos a serem realizados
(Quadro 06).

Quadro 06- Matriz do planejamento fatorial completo 23 com 6 repeticdes do ponto central

Experimento | Variavel 1 | Variavel 2 | Variavel 3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9(C) 0 0 0
10 (C) 0 0 0
11 (C) 0 0 0
12 (C) 0 0 0
13 (C) 0 0 0
14 (C) 0 0 0
Legenda: C: ponto central

(-1): nivel baixo
(+1): nivel alto
(0): nivel do ponto central
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Com o estabelecimento da matriz a realizacdo dos experimentos e a medida da
variavel analitica definida como resultado (varidvel dependente), pode-se efetuar os
calculos estatisticos para a definicdo do efeito principal de cada varidvel (por meio da
diferenca entre os resultados), o efeito total (somas dos resultados) e dos efeitos
ocasionados pela interacao destes fatores (diferenca dos efeitos simples de cada variavel)
(SANTOS et al.,, 2017). O software Statistica® € uma ferramenta disponivel para a
realizacdo destes calculos e geracéo de parametros de avaliacdo como o gréfico de Pareto
e definicdo da significancia estatistica de cada variavel e suas interacdes (NOVAES et al.,
2016).

3.8 Ensaios de controle de qualidade do alopurinol (comprimidos)

A andlise fisico-quimica de um produto visa a qualificacdo e/ou quantificacdo de um
ou mais componentes presentes na formulacédo (POLITIS et al., 2017). Estes ensaios sao
de grande importancia para a verificagdo tanto do processo de fabricagcdo do produto,
guanto das avalicdes dos insumos farmacéuticos e materiais de embalagem que comporao
0 produto a ser comercializado (LOMBARDO; ESERIAN, 2017). Cabe destacar que de
acordo com art. 14, da Resolu¢cdo RDC 301/2019, os produtos acabados (medicamentos)
devem possuir a composicao, tanto quantitativa quanto qualitativa, em conformidade com
o descrito no registro. As monografias das farmacopeias informam quais testes sao
necessarios para cada farmaco. No geral tem-se 0s seguintes ensaios para formulacdes
sélidas orais: ponto de fusdo, ensaios de identificacdo, determinacdo de peso,
desintegracdo, dureza, uniformidade de doses unitarias, friabilidade, ensaios de pureza,
doseamento e dissolugcédo (BRASIL, 2019b; BRASIL, 2019c).

Para o alopurinol, a Farmacopeia Brasileira (2019) nao traz uma monografia para o
insumo farmacéutico ativo; apenas existe a monografia para comprimidos, com 0s
seguintes testes fisicos: identificacdo, determinacdo de peso, teste de dureza, teste de
friabilidade, teste de desintegracédo, uniformidade de doses unitarias, teste de dissolucéo e
doseamento (BRASIL, 2019c). J4, a Farmacopeia Americana (2019) possui tanto a
monografia para o insumo farmacéutico ativo quanto para o produto acabado
(comprimidos). Para o primeiro sdo descritos os ensaios de identificacdo, ensaios de
pureza: perda por dessecacdo e substancias relacionadas, e doseamento. Ja para o
segundo, 0s ensaios sdo 0s mesmos encontrados no compéndio oficial brasileiro (Quadro
07) (USP, 2019).
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Quadro 07- Métodos empregados para 0s ensaios de identificacdo, pureza, dissolucao e doseamento

de alopurinol encontrados nas Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (USP, 2019).

Ensaio Farmacopeia Brasileira (2019) Farmacopeia Americana (USP, 2019)
Identificagcdo . . .
Espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta . .
(Insumo ) Espectrofotometria de absor¢do no
o (200 nm a 350 nm); ou Espectrofotometria de |
farmacéutico . _ infravermelho
) absorcao no infravermelho
ativo)
Cromatografia liquida de alta eficiéncia; Fase
estacionaria: coluna C18 (250 mm X 4,6 mm X | Cromatografia liquida de alta eficiéncia;
5,0 um); Fase moével: Eluente A: mistura de um | Fase estacionaria: coluna C18 (250
volume de alcool metilico e nove volumes de | mm X 4,6 mm X 5,0 ym); Fase movel:
b fosfato de potassio monobésico a 0,125% (p v1); | Eluente A: solucdo aquosa de fosfato
ureza
Eluente B: mistura de 3 volumes de alcool | de potassio monobasico 0,125% (p v1);
metilico com sete volumes de fosfato de potéassio | Eluente B: metanol; Fluxo: 1,8 mL min-
monobdasico a 0,125% (p v-1); Fluxo: 1,0 mL min- | 1; Detecgéo: 230 nm; Tempo de corrida:
1. Detecgdo: 230 nm; Tempo de corrida: 30 | 35 minutos
minutos
_ . ) Espectrofotometria de absor¢cdo no
_ ~ Espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta ) )
Dissolucao ) ) ultravioleta (250 nm); Meio de
(250 nm); Meio de dissolugcdo: 900 mL de HCI |
(Produto i dissolucéo: 900 mL de HCI 0,01 mol L
0,01 mol L?; Aparato: pa; Rotacdo: 75 rpm; . .
acabado) . 1, Aparato: p&; Rotagdo: 75 rpm;
Tempo: 45 minutos ;
Tempo: 45 minutos
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Fase estacionaria: coluna C18 (250
mm X 4,6 mm X 5,0 um); Fase mével:
Espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta | Eluente A: solucdo aquosa de fosfato
Doseamento o .
(250 nm); Solvente: 0,1 mol L de potassio monobasico 0,125% (p v1);
Eluente B: metanol; Fluxo: 1,8 mL min-
1. Deteccdo: 230 nm; Tempo de corrida:
35 minutos

Fonte: Farmacopeia Brasileira (2019); USP (2019)

3.8.1 Caracteristicas organolépticas de alopurinol (comprimidos)

Os ensaios para averiguagdo das caracteristicas sdo realizados a partir da
comparacao entre a descricdo da especificacdo e a observacdo dos aspectos visuais:

aspecto e cor, olfativos, gustativos e o tato (BRASIL, 2019c).
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3.8.2 Ensaio de identificacdo de alopurinol (comprimidos)

Os ensaios de identificacdo séo utilizados para verificar a identidade do material que
estd em exame (BRASIL, 2019c). E realizado tanto no insumo farmacéutico ativo quanto
no produto acabado para comparacéo dos achados com o descrito na rotulagem do produto
(USP, 2019). Estes sao considerados especificos e podem aferir, com um nivel de certeza
aceitavel, a presenca da substancia pesquisada, mas néo podem ser utilizados como prova
absoluta de identidade, sendo necessario a execucao de outros testes para tal fato, porém,
0 ndo cumprimento deste teste ja € suficiente para afirmar que existe um erro de rotulagem
do produto (BRASIL, 2019c). Sdo considerados ensaios de identificacdo para o insumo
farmacéutico ativo: as carateristicas organolépticas, como o aspecto visual e coloracéo,
polarimetria, pH e ponto de fusdo (BRASIL, 2019c; USP, 2019).

A Farmacopeia Brasileira (2019) descreve dois ensaios de identificacdo que podem
ser realizado: empregando a espectrofotometria de absorcéo no ultravioleta (200 nm a 350
nm) ou espectrofotometria de absorcao no infravermelho dispersos em pastilha de brometo
de potassio (KBr), sdo realizadas as comparac¢fes entre as intensidades de absorvancia da
solucao preparada com substancia quimica de referéncia e a solu¢ao preparada contendo
a amostra a ser identificada (BRASIL, 2019c). Na Farmacopeia Americana (2019) encontra-
se apenas a alternativa da espectrofotometria de absor¢do no infravermelho utilizando

pastilhas de KBr para a identificacdo de alopurinol (USP, 2019).

3.8.3 Ensaios de pureza

Os ensaios de pureza visam identificar e quantificar as impurezas presentes na
amostra comparando com os limites determinados nos compéndios oficiais (KOLLA et al.,
2019). Sao considerados ensaios de pureza o0s ensaios de metais pesados, cloretos,
sulfatos, ferro, perda por dessecacédo e substancias relacionadas (BRASIL, 2019c; USP,
2017).

A Farmacopeia Brasileira (2019) determina a realiza¢do do ensaio de substancias
relacionadas nos comprimidos de alopurinol empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), provido de detector ultravioleta a 230 nm, utilizando como fase
estacionaria uma coluna C18 (250 mm X 4,6 mm X 5,0 ym), fase mével: Eluente A: mistura
de um volume de alcool metilico e nove volumes de fosfato de potassio monobésico a
0,125% (p v1), e Eluente B: mistura de 3 volumes de alcool metilico com sete volumes de

fosfato de potassio monobasico a 0,125% (p v?), sendo eluidos durante 30 minutos em
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gradiente linear a um fluxo de 1,0 mL mint. Neste ensaio é possivel a avaliacdo da
presenca, na solucdo padréo e na solucdo amostra, das seguintes impurezas: 5-amino-1H-
pirazol-4-carboxamida, impureza A, 5-formilmino-1H-pirazol-4-carboxamida, impureza B, 5-
(4H-1,2,4-triazol-4-il)-1H-pirazol-4-carboxamida, impureza C, etil 5-amino-1H-pirazol-4-
carboxilato, impureza D e etil 5-(formilamino)-1H-pirazol-4-carboxilato, impureza E.

O ensaio de substancias relacionadas, preconizado na Farmacopeia Americana
(2019), tanto para o insumo farmacéutico ativo como para o produto acabado (comprimidos)
também é realizado por CLAE com a mesma fase estacionéaria, porém a fase movel difere
daquela descrita na Farmacopeia Brasileira (2019); utiliza-se o Eluente A: solucdo aquosa
de fosfato de potassio monobasico 0,125% (p v!) e, Eluente B: metanol, com tempo de
corrida de 35 minutos, num fluxo de 1,8 mL min e deteccdo em 230 nm. Além disso, é
relatada uma sexta impureza a etil-(E/Z)-3-(2-carbetoxi-2-cianoetenil)amino-1H-pirazol-4-
carboxilato, a impureza F (Quadro 08). Além deste ensaio, no insumo farmacéutico ativo, €
necessaria a determinacao de umidade, através do método de perda por dessecacao, tendo
um limite méximo de < 0,5% de umidade (USP, 2019).

Quadro 08 — Determinacéo de substancias relacionadas no alopurinol, segundo a Farmacopeia
Brasileira e Americana

Farmacopeia Farmacopeia
Impureza Nome Brasileira Americana
(2019) (USP, 2019)
A 5-amino-1H-pirazol-4-carboxamida X X
B 5-formilmino-1H-pirazol-4-carboxamida X X
C 5-(4H-1,2,4-triazol-4-il)-1H-pirazol-4-carboxamida X X
D etil 5-amino-1H-pirazol-4-carboxilato X X
E etil 5-(formilamino)-1H-pirazol-4-carboxilato X X
. etil-(E/Z)-3-(2-carbetoxi-2-cianoetenil)amino-1H- X
pirazol-4-carboxilato B

X = necessidade de determinacgédo / - = ndo h& a necessidade de determinacdo

3.8.4 Determinacao de peso em comprimidos de alopurinol

A determinacao de peso € um teste farmacopeico, aplicado em formas farmacéuticas
sélidas em dose unitaria, como os comprimidos, acondicionadas em recipientes para dose
unitaria e, também, para formas farmacéuticas sélidas ou semissolidas acondicionadas em

recipientes para multiplas doses. Neste teste € possivel verificar se as unidades de um
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mesmo lote apresentam uniformidade de peso. Esta uniformidade € avaliada por meio do
peso médio de 20 unidades de um lote e avaliada conforme os critérios definidos para a
forma farmacéutica (Quadro 09) (BRASIL, 2019c; USP, 2019).

Quadro 09- Critérios de avaliacédo da determinacéo de peso para algumas formas farmacéuticas soélidas

(comprimidos) em dose unitaria.

Formas farmacéuticas em dose o o o
. Peso médio Limites de variagéo
unitaria

Comprimidos ndo-revestidos ou 80 mg ou menos +10,0%

revestidos com filme, mais que 80 mg e menos que

- +7,5%
comprimidos efervescentes, 250 mg
comprimidos sublinguais, )

o o ) 250 mg ou mais +5,0%

comprimidos vaginais e pastilhas

Fonte: adaptado (BRASIL, 2019c)

Cabe destacar que é admitido no maximo 02 unidades testadas excedam os limites
de variacao, que para o alopurinol de 100mg de peso médio é + 7,5% e para a apresentacao
de 300 mg, a variacdo de peso médio admitida é de + 5,0%, esta tolerancia s6 € permitida
desde que nenhuma das unidades testadas esteja acima ou abaixo do dobro das
porcentagens indicadas (BRASIL, 2019c).

3.8.5 Determinagéo de dureza em comprimidos de alopurinol

O teste de dureza é um teste informativo que determina a resisténcia dos
comprimidos ao esmagamento ou ruptura, quando submetido a uma presséao radial (DE
BRUM et al., 2012; BRASIL, 2019c). Este teste € realizado, geralmente, em comprimidos
sem revestimento, servindo de balizador da etapa de compressédo dos comprimidos, uma
vez que quanto maior for a dureza dos comprimidos menor sera sua porosidade, e isto, tera
um impacto nas etapas de desintegracao e dissolucdo (ZAMAN et al., 2016). A execucao
do teste é feita empregando um equipamento especifico chamado de durémetro e seus
resultados sédo expressos em Newton (N) (média das determinacdes) (USP, 2019). Cabe
salientar que este teste, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), n&o possui mais

obrigatoriedade de execucéo.

3.8.6 Determinacgéo de friabilidade em comprimidos de alopurinol
O teste de friabilidade é utilizado para “determinar a resisténcia dos comprimidos a

abrasdo, sendo aplicado apenas, em comprimidos ndo revestidos. Com este teste é
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possivel avaliar a tendéncia dos comprimidos liberarem pos, nas suas embalagens
primarias, racharem ou quebrarem” (BRASIL, 2019c). A friabilidade € um dos parametros
utilizados pela industria para a avalicdo do comportamento do produto, nas mais diversas
situacdes que podem acontecer durante o transporte do medicamento até a utilizagcao pelo
consumidor (BRASIL, 2019a). O desprendimento de pds pelos comprimidos pode levar
consigo um quantitativo de farmaco e, por este motivo, a dose administrada sera menor do
gue a declarada no rétulo do produto (ZAMAN et al., 2016; BRASIL, 2019c).

3.8.7 Determinacao do tempo de desintegracdo em comprimidos de alopurinol

O teste de desintegracdo é utilizado para a determinacao in vitro do processo de
descompactacao do pé presente na forma farmacéutica (DE BRUM et al., 2012). In vivo
esta descompactacdo é importante para deixar o farmaco disponivel para ser absorvido
pelas vilosidades do trato gastrintestinal e, posteriormente, distribuido pelo organismo. A
execucao do teste possibilita verificar se comprimidos e capsulas se desintegraram dentro
do limite de tempo determinado pelas Farmacopeias. Este estudo € realizado com seis
unidades pertencentes ao mesmo lote que sdo submetidas a acdo de uma aparelhagem
especifica (desintegrador) conforme condic¢des definidas (BRASIL, 2019c; USP, 2019).

Para o alopurinol, o meio de desintegracdo recomendado tanto pela Farmacopeia
Brasileira (2019) quanto a Farmacopeia Americana (2019) é agua purificada (1.000 mL),

envolto por um banho maria mantido com agua a temperatura de (37 = 1) °C.

3.8.8 Uniformidade de doses unitarias em comprimidos de alopurinol

O teste de uniformidade de doses unitarias € utilizado para avaliar a quantidade do
insumo farmacéutico ativo presente nas unidades de forma farmacéutica de um
determinado lote, podendo ser realizadas de modo individual (uniformidade de conteldo)
ou com base na estimativa, a partir do resultado do doseamento e dos pesos individuais,
assumindo-se distribuicdo homogénea do componente ativo (variacdo de peso) (Quadro
10) (BRASIL, 2019c). Este teste é aplicado nas formas farmacéuticas: comprimidos,
revestidos ou nédo, capsulas, duras e moles, e sdlidos e solugdes acondicionados em
recipientes para dose Unica.

Para os comprimidos de alopurinol o método a ser utilizado para a determinacao da

uniformidade de dose unitaria é a variacao de peso.
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Quadro 10 - Aplicacdo do método de Uniformidade de contetido (UC) ou de Variacao de peso (VP) em

comprimidos de acordo com a dose e propor¢ao do farmaco.

Forma farmacéutica Tipo Dose e proporgao do farmaco
Maior ou igual a 25 mg e Menor a 25 mg ou
maior ou igual a 25% menor a 25%

N&o revestido Variacédo de peso Uniformidade de

o contetido

Comprimido i i . :

Revestido Variacédo de peso Uniformidade de

contetddo

Fonte: BRASIL, 2019c

3.8.9 Doseamento de alopurinol (comprimidos)

O doseamento é um teste que visa quantificar o teor de substancia ativa presente na
amostra. Este teste é realizado tanto no insumo farmacéutico ativo quanto no produto
acabado, sempre verificando a veracidade do que esté declarado no rétulo (POLITIS et al.,
2017). Os métodos utilizados no doseamento podem ser classicos (baseados em reacfes
guimicas), ou em técnicas analiticas mais sofisticadas (espectrofotometria e cromatografia)
(ZAMAN et al., 2016).

Na Farmacopeia Brasileira (2019) o doseamento do alopurinol é realizado
empregando a técnica de espectrofotometria de absor¢cdo molecular, no comprimento de
onda 250 nm, tendo como solvente a solucdo de HCI 0,1 mol L. Esta informa que os
comprimidos de alopurinol devem possuir entre 93,0% a 107,0 % da quantidade declarada
de alopurinol (CsH4N4O) (BRASIL, 2019c). Para a Farmacopeia Americana (2019) o teste
€ realizado utilizando a CLAE, tanto no insumo farmacéutico ativo quanto no produto
acabado (comprimidos) tendo como fase estacionaria: coluna C18 (250 mm X 4,6 mm X
5,0 um), Fase mével: eluente A: solugéo aquosa de fosfato de potassio monobasico 0,125%
(p v1) e eluente B: metanol, com fluxo: 1,8 mL min, deteccdo em 230 nm e tempo de
corrida de 35 minutos, tendo o limite de 98,0% a 102,0% da quantidade declarada de
alopurinol (CsH4N4O) (USP, 2019). Insta salientar que doseamento com resultados abaixo
ou acima dos limites determinados sao capazes de retirar 0 medicamento do mercado
(BRASIL, 2019c; USP, 2019).

3.9 Estudo de Degradagcao em medicamentos
Com o intuito de aprimorar o controle sobre os medicamentos, a ANVISA publicou a

Resolucdo RDC N° 53, de 04 de dezembro de 2015 que estabeleceu parametros para a
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notificacao, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacédo em medicamentos com
substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos, geneéricos e
similares. Esta resolugcdo definiu parametros para a verificacdo de produtos oriundos da
degradacgéao dos constituintes das formas farmacéuticas e, a necessidade de elaboracéo do
perfil de degradacéo dos produtos formados ao longo do prazo de validade do medicamento
(BRASIL, 2015).

Para a elaboracao deste perfil de degradacgédo, faz-se necessario o desenvolvimento
de testes de degradacéao forgada, entendido como o estudo que permite verificar a presenca
de produtos de degradacao por meio da exposi¢cao do insumo farmacéutico ativo e produto
acabado a condicdo de estresse, como por exemplo, luz, temperatura, calor, umidade,
hidrélise &cida/ basica e oxidagdo, entre outras. Este estudo permite o desenvolvimento de
métodos indicativos de estabilidade com seletividade adequada, bem como fornece
informacdes acerca das possiveis rotas de degradacdo de um determinado produto
(BRASIL, 2015; VENKATARAMAN; MANASA, 2018).

No Brasil, somente no ano de 2017, as industrias produtoras de medicamentos
movimentaram mais de R$ 69 bilhdes de reais com a venda de mais de 4,4 bilhées de
medicamentos, nas mais diversas apresentacdes e classes farmacoldgicas (BRASIL,
2018). Com o intuito de cumprir o disposto na referida Resolu¢do sem, no entanto, impactar
no abastecimento do mercado farmacéutico, a ANVISA determinou um escalonamento
desta exigéncia por classes farmacoldgicas, de modo que os medicamentos antigotosos
deveriam apresentar seus testes de degradacdo até o dia 31 de dezembro de 2019
(BRASIL, 2017).

Foram encontrados, na literatura cientifica, dois estudos que tratavam do perfil de
degradacdo de comprimidos contendo alopurinol (Quadro 11). O primeiro, de Singh e
Gadhawala (2013) que tratou do desenvolvimento de um método indicativo de estabilidade
por HPLC em fase reversa, para a determinacdo do alopurinol e seus produtos de
degradacdo em dosagem solida oral, no qual foi utilizada como fase estaciondria a coluna
C8 (50 mm X 4,6 mm X 1,8 ym) e fase mével: a solugao de dihidrogenofosfato de potassio
0,025 mol L pH 2,50 e metanol 95:5 (v v'!), com fluxo de 1 mL mint, temperatura da coluna
25 °C e deteccédo em UV 230 nm. O segundo estudo, de Kharia, Vishwakarma e Singour
(2018) desenvolveu um método empregando HPLC em fase reversa para o estudo de
degradacéao forcada de comprimidos de alopurinol, para a estimativa das impurezas e dos
produtos da degradacéao, utilizando como como fase estacionaria a coluna C18 (250 mm x
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4,6 mm x 5,0 ym) e fase movel: a solugdo aquosa de dihidrogenofosfato de potassio
0,00125 g L%, com fluxo de 1,5 mL min e detecg¢éo no DAD.

Quadro 11 - Métodos analiticos para a determinacédo dos compostos de degradacao do alopurinol descritos

na literatura

Objetivo o Fase Fase , o
Técnica o i Método Referéncia
do estudo estacionaria movel
. ] solugéo padréo de
Determinar | Cromatografia o ]
. o C8 (50 mm X | dihidrogenofosfato | Fluxo: 1,0 mL min-t SINGH,;
alopurinol e | Liquida de Alta o
o 4,6 mm X de potassio 0,025 Temperatura: 25°C | GADHAWALA,
produtos de Eficiéncia .
_ 1,8 ym) mol Lt pH 2,50 e Deteccao: 230 nm 2013
degradacgéo
metanol 95:5 (v v1)
Determinar | Cromatografia . Fluxo: 1,5 mL mint KHARIA;
. o C18 (250 mm | solucdo aquosa de
alopurinol e | Liquida de Alta . Temperatura: 8°C | VISHWAKAMA,;
. X4,6 mm X dihidrogenofosfato .
produtos de Eficiéncia o Deteccéo: SINGOUR,
. 5,0 um) de potéssio 1,25 g ]
degradacgéo ultravioleta 2018

Desta forma, € necessario o desenvolvimento de métodos que sejam capazes de
guantificar o alopurinol, tanto o insumo farmacéutico ativo quanto o produto acabado,
empregando as mais diversas formas de desenho de estudo, empregando a menor
guantidade de reagentes e experimentos possiveis, sem afetar a qualidade do método.
Estes métodos, por sua vez devem ser capazes de eliminar ou diminuir a utilizacdo de
solventes considerados téxicos para o ambiente e, serem de facil operacdo, se tornando
uma ferramenta de verificagdo do controle de qualidade dos medicamentos
comercializados, no Brasil e no mundo, contendo o insumo farmacéutico ativo alopurinol,
menos téxicas e contribuindo para que empresas e as agéncias regulatérias possam ter

opcOes mais ambientalmente sustentaveis para a execucao das analises.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancia Quimica de Referéncia

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada para o desenvolvimento deste
trabalho foi adquirida do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da
Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ), 6rgdo da esfera federal referendado pela
ANVISA para a produgdo e comercializacdo das substancias padrbes da Farmacopeia
Brasileira. A SQR alopurinol, lote 1086, foi estabelecida pela referida farmacopeia e
oficializada pela Resolugédo RDC n° 80, de 30 de maio de 2016, possuindo como descricao:
poé cristalino branco ou quase branco e teor declarado de 100,0% calculado em relagéo a
substancia dessecada e determinado por CLAE (BRASIL, 2016).

4.2 Forma farmacéutica comprimidos

Para a realizacdo de todos ensaios foram adquiridas amostras (comprimidos) de
alopurinol (100 mg e 300 mg), referéncia e genéricos, conforme Lei Federal n® 9.787/1999,
nas drogarias de Salvador e de Santo Amaro da Purificacdo/Bahia. As amostras foram
devidamente codificadas e, relatados quais excipientes foram utilizados em cada

formulacédo, a partir da andlise das bulas dos medicamentos (Quadro 12).

4.3 Desenvolvimento do método, empregando a espectrofotometria de absorcgéo
molecular na regido do ultravioleta, para a quantificacdo do alopurinol em
comprimidos

Foi preparada uma solucdo de SQR (5,0 pg mL*) em HCI 0,001 mol L%, uma solucédo
contendo somente os excipientes dos medicamentos: lactose, amido, croscarmelose
sbdica, celulose microcristalina, macrogol, crospovidona, povidona, polivinilpirrolidona e
estearato de magnésio) na concentracdo de 1% (p v') a que foi chamada de branco
analitico e uma solucéo de SQR (5,0 ug mL* + branco analitico). Estas soluges foram
submetidas ao espectrofotometro (UV-2600, Shimadzu, Quioto, Jap&o) para realizagédo da
varredura na regido do ultravioleta e visivel (200 a 800 nm), para determinacdo do

comprimento de onda de maior absorcao e seletividade.
4.3.1 Linearidade

Para a determinacdo do intervalo de linearidade do método foram preparadas
solucgdes, em triplicata, contendo a SQR nas concentracdes (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7;
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0,8; 0,9 e 1,0 ug mL?) e submetidas ao equipamento para a realizagdo das medidas. A

seguir, os dados foram apresentados em representacao grafica (concentracao da analito X

absorvancia), gerado o grafico de dispersao dos residuos, que fora devidamente avaliado

estatisticamente, por meio do teste F, com nivel de significancia de 95%, e equacgédo da reta

de regressao de y em X, estimada pelo método dos minimos quadrados e, por fim, a

avaliacdo da associacao linear entre as variaveis foi feita por meio do coeficiente de

correlacdo (r) e de determinacdo (r?). Paralelamente, foi construida a curva de Ringbom

com mesmo conjunto de dados, para determinar a faixa na qual a absorvancia varia

linearmente em relagcédo a concentracdo de alopurinol.

Quadro 12 — Relagdo de medicamentos adquiridos para a realizacéo de todos ensaios.

Medicamento Codificagéo Produzido por Lote Validade Excipientes
Aspen Pharma lactose, amido,
2yloric® 100 mg Jstri olivinilpirrolidona e
o z1 IndGstria A873807 | 06/2023 P P
comprimido Farmacéutica Lida estearato de magnésio
Alopurinol 100 mg lactose monoidratada,
comprimido, V1 Sanofi Medley okpos737 | 0212021 amido, croscarmelose
medicamento Farmacéutica Ltda sédica e estearato de
genérico magnesio
celulose microcristalina,
Al inol 1 ,
opurinol 100 mg Sandoz do Brasil povidona, macrogol,
comprimido, .
-p S Industria Jua768 03/2021 crospovidona, talco,
medicamento Farmacéutica Ltda estearato de magnésio e
genenco celulose microcristalina
Aspen Pharma lactose, amido,
Zyloric® 300 mg st olivinilpirrolidona e
o z2 Industria A868662 | 04/2021 P p
comprimido Farmacéutica Ltda estearato de magnésio
Alopurinol 300 mg lactose monoidratada,
comprimido, M2 Sanofi Medley okpoa723 | 0312091 amido, croscarmelose
medicamento Farmacéutica Ltda sédica e estearato de
genérico magnésio
Alopurinol 300 mg lactose monoidratada,
comprimido, Prati Donaduzzi & amido, povidona,
medicamento P Cia Ltda 19C679 12/2021 croscarmelose sddica e
genérico acido esteérico.

Fonte: rétulos e bulas dos medicamentos (2019; 2019; 2019; 2019)
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4.3.2 Limite de deteccao

Para a estimativa do limite de deteccdo foram analisadas 10 amostras do branco
para o estabelecimento do desvio padrdo entre essas medidas e realizado o calculo,
conforme determinacédo da ANVISA (BRASIL, 2017c).

Para a ANVISA o limite de deteccéo é calculado pela Equagéo 04:
Limite de detecgédo (LD) = 3,3 o/ IC (Equacédo 04)

Onde: IC é ainclinacéo da curva de calibracéo
o = desvio padrao

Paralelamente, foi calculado o limite de deteccdo pelo método em parametros da
curva analitica, utilizando a Equacao 05.

—v)2
LD=2 x X x \[(1) +1+ 2V (Equagdo 05)
aq N

af x T (xi —®)?

Onde: Sy é o desvio padrdo calculado para o ajuste linear
t € o par&metro de student
a1 € o coeficiente angular da curva analitica
N é o nimero de padrdes de calibracéo utilizados na curva
Yc € a resposta critica ou limite critico
y é a média dos sinais determinados
Xi é a concentracdo do padrao
X é amédia das concentra¢cBes do padréo

4.3.3 Limite de quantificacao

Para a definicdo do limite de quantificacdo foram analisadas 10 amostras branco
para o estabelecimento do desvio padrdo entre essas medidas e realizado o calculo,
conforme determinacéo da ANVISA (BRASIL, 2017c).

Os célculos do limite de quantificagcdo definidos pela ANVISA s&o (Equacgéo 06):
Limite de quantificacéo (LQ) =10 ¢/ IC (Equacgédo 06)

Onde: IC é a inclinacdo da curva de calibracao
o = desvio padrao

Paralelamente, foi calculado o limite de quantificacdo pelo método em parametros

da curva analitica, utilizando a Equagéo 07.
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LQ= (2250 4 (22 J (3)+1+ -2 (Equagdo 07)

2 —
ay ay af xTi, (-%)?

Onde: yn é o valor de y para a projegdo da concentragdo no limite de controle superior.
ao € o coeficiente linear da curva analitica
a1 é o coeficiente angular da curva analitica
Sy é o desvio padrao calculado para o ajuste linear
t é o parametro de student
N é o nimero de padr8es de calibracao utilizados na curva
y é a média dos sinais determinados
Xi é a concentracao do padrao
X é a média das concentracfes do padréo

4.3.4 Precisao

Para a determinacao da preciséo por repetibilidade foram preparadas, em triplicata,
solucdes contendo a SQR nas concentragdes (0,1; 0,4 e 0,8 ug mL1). Estas solucdes foram
submetidas ao equipamento para leitura e realizado os célculos do desvio padrao relativo,
conforme equacéo 08:

DPR="2-  (Equagéo 08)

Onde: S € o desvio padrao das medi¢fes
X é a concentracdo média determinada

4.3.5 Exatidéo

Para a determinacé&o da exatidao foram preparadas, em triplicata, solucdes contendo
a SQR nas concentracdes (0,1; 0,4 e 0,8 ug mL™?) e, submetidas ao equipamento para a
realizacdo das leituras. Apds este processo, os dados foram calculados usando a equacgéao
09:

Exatid@o = concentracdo média experimental / concentracao teorica x 100 (Equagéo 09)

4.3.6 Faixa de trabalho

A definicdo da faixa de trabalho foi realizada apo6s avaliagdo dos limites de deteccao

e quantificacdo, respeitando os dados da linearidade do método.
4.3.7 Robustez

Foram preparadas solucdes, em triplicata, da SQR nas concentracdes (0,1; 0,4 e 0,8
ug mL?) e submetidas a leitura no espectrofotometro UV-Vis (modelo 1240, Shimadzu,
Kyoto, Japan) para a avaliacdo da robustez. A avaliagdo deste parametro foi realizada

através do desvio padréo relativo da precisao.
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4.4 Desenvolvimento do método, empregando a cromatografia liquida de alta

eficiéncia, para a quantificacdo do alopurinol em comprimidos

Para a definicdo das condi¢cdes cromatograficas foram preparadas solugdes
contendo SQR alopurinol (1,0 pug mL1) utilizando como solvente: etanol P.A. (Quimex,
Uberaba/MG, Brasil), HCI (0,1 mol L?), NaOH (0,1 mol L) e metanol P.A. (Quimex,
Uberaba/MG, Brasil), sendo as mesmas injetadas (20 pyL) no cromatégrafo (Shimadzu
instrumentos cientificos, Kyoto, Jap&o), equipado com bomba quaternéria de alta pressao
(Modelo LC-20AD), desgaseificador (modelo DGU-20A5), detector de matriz de diodos
(Modelo SPD-20A), amostrador automatico (modelo SIL-20A), forno de aquecimento para
coluna (modelo CTO-20A), moédulo de comunicacdo (modelo CBM-20A), operado pelo
software LCsolutions. Como fase estacionaria, utilizou-se uma coluna C8 (150 mm X 4,6
mm X 5,0 um) (Shimadzu, Barueri/SP, Brasil) e, como fase mdvel metanol e 4gua ultrapura
(50: 50, v v1) com a mistura entre os solventes, sendo realizada pelo préprio equipamento.
Com a definicdo de qual meio ocorreu a melhor solubilizacdo, entdo foi avaliada a
composicédo da fase movel (Quadro 13), aferido qual o fluxo apresentava melhor separacéo
entre picos. De posse destes dados, foi injetada (20 puL) uma solugcéao contendo a substancia
guimica de referéncia (alopurinol, na concentracdo de 1,0 pg mL™) + solucdo a 1% (p v1)
de excipientes, contidos na formulacdo dos comprimidos, para avaliacdo da seletividade, a
saber: lactose, amido, croscarmelose soédica, celulose microcristalina, macrogol,

crospovidona, povidona, polivinilpirrolidona e estearato de magnésio.

Cabe salientar que foram calculados os seguintes termos para avalicdo da eficiéncia
do processo cromatogréafico. Tempo de retencdo (Tr), fator de retencao (k), nimero de
pratos tedricos (N) e resolucédo cromatogréfica (R), a partir das Equacdes 10, 11 e 12:

K= (%) (Equacéo 10)

Onde: t,.: tempo de retencéo do alopurinol
t,,: tempo do volume morto

t, \2 ~
N=16 X (W_b) (Equacéo 11)
onde: Wy é a largura da base do pico cromatografico do ativo

R=_—22 (Equacéo 12)

(tw+twz)

Onde: At é a diferenca do tempo de retengdo entre o alopurinol e fase movel
t,, largura da base do pico do alopurinol
t,» largura da base do pico da fase mével
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Para a continuidade do processo de validacdo do método cromatografico foram
determinadas as seguintes figuras de mérito: precisédo, exatidao, limite de deteccao, limite
de quantificacdo e faixa linear de trabalho, utilizando os mesmos métodos descritos nos
itens 4.3.1 a 4.3.6 e robustez do método.

Quadro 13 - Estudo de composicdo da fase movel para a determinacdo de alopurinol em

comprimidos.

Composicédo da fase moével

Etanol, Agua ultrapura (50: 50 v v1)

Etanol, agua ultrapura (70: 30 v v1)
HCI 0,1 mol L1, agua ultrapura (50: 50 v v1)
Etanol, HCI 0,1 mol L (50: 50 v v1)
HCI 0,1 mol L, etanol, agua ultrapura (25: 50: 25 v vt v1)

4.4.1 Robustez

Para a avaliacdo da robustez foi realizada a variacdo do fluxo da fase mével (0,6;
0,7; 0,8 e 0,9 mL min?), sendo aplicado o desvio padrdo relativo da precisdo para avaliar

as variagdes oriundas desta mudanca de fluxo.

4.5 Ensaios de dissolugéo de comprimidos de alopurinol 100 mg e 300 mg

Para os ensaios de dissolucao (teste e perfis) de alopurinol em comprimidos foi
realizado um planejamento fatorial completo 23, com 6 pontos centrais, tendo como varaveis
estudadas: a concentracdo do meio de dissolucéo (HCI 0,1; 0,01 e 0,001 mol L), em um
volume de 900 mL; a velocidade de rotacdo do dissolutor (Ethik, Modelo 299, Vargem
Grande Paulista, SP, Brasil) (50, 75 e 100 rpm); e, o tipo de aparato [tipo 1 (cesta) e tipo 2
(pd)], durante o periodo de 45 minutos, a (37 + 1) °C. Posteriormente, foi retirada uma
aliquota de 10 mL e realizada diluicdo até concentracdo pertencente a faixa de trabalho,
definidas nos processos de validacdes dos métodos, com reposicédo do volume, ha mesma
temperatura, extraido (10 mL). Os Quadros 14 e 15 apresentam as variaveis, niveis e o

planejamento fatorial propostos.
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Quadro 14 - Variaveis e niveis utilizados no planejamento experimental

Variaveis Niveis
-1 0 1
Rotacdo (rpm) 50 75 100
[HCI] (mol LY 0,001 0,01 0,1
Aparato cesta Cesta ou pa pa

Quadro 15 - Planejamento fatorial completo 23 com 6 repeti¢cdes do ponto central

Experimento rpm [HCI] aparato
1 -1(50) | -1(0,001) | -1(cesta)
2 +1(100) | -1(0,001) | -1(cesta)
3 -1(50) +1(0,1) | -1(cesta)
4 +1(100) | +1(0,1) | -1(cesta)
5 -1(50) | -1(0,001) | +1(pa)
6 1(100) | -1(0,001) | +1(pa)
7 -1(50) | +1(0,1) | +1(pa)
8 +1(100) | +1(0,1) +1(pa)
9 (C) 0(75) 0(0,01) | O(cesta)
10 (C) 0(75) 0(0,01) | O(cesta)
11 (C) 0(75) 0(0,01) | O(cesta)
12 (C) 0(75) | 0(0,01) 0(pa)
13 (C) 0(75) | 0(0,01) 0(pa)
14 (C) 0(75) | 0(0,01) 0(pa)

C: ponto central

Posteriormente, os comprimidos de alopurinol (Z1, Z2, M1, M2, S e P) foram
submetidos ao dissolutor para o estudo dos perfis de dissolucédo, conforme as condi¢cdes
otimizadas do método de dissolu¢cdo do medicamento alopurinol em comprimidos, descritas
na sec¢édo 5.3, 900 mL de HCI 0,001 mol L%; 75 rpm e aparato tipo 2 (pa). Foram coletadas
aliquotas de 10 mL nos tempos: 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 60, 75 e 90 minutos, sendo
realizada a reposicéo do volume retirado com 10 mL de HCI 0,001 mol L1. Essas aliquotas
foram devidamente filtradas com filtro de papel quantitativo (Prolab, Jardim Aeroporto, S&o
Paulo/SP, Brasil) e diluidas com 0 mesmo solvente até concentracao dentro da faixa linear
de trabalho. Em seguida, foram realizadas leituras no espectrofotdmetro de absorcéo
molecular em 249 nm. Ainda, foram realizadas retiradas de 2 mL da solucao, filtradas com
filtro Politetrafluoretileno (PTFE) de 0,45um (Agilent Technologies, California, Estados

Unidos da América) e injetadas (20 pL) no cromatografo liquido de alta eficiéncia, também
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nas condi¢cdes ja otimizadas (Tabela 03) para quantificacdo do alopurinol nos produtos

acabados.

De posse desses resultados, foi calculada a porcentagem de dissolugéo do farmaco,
em cada tempo, obtendo-se, assim, os perfis de dissolucdo entre os medicamentos que
foram comparados por meio do método baseado na ANOVA (fatores: f1 e f2), método
modelo dependente (definicho dos modelos de ordem zero e primeira ordem) com
construcdo dos gréficos de relagcdo tempo (minutos) versus quantidade de alopurinol nao
dissolvida e tempo (em minutos) versus logaritmo neperiano da porcentagem de alopurinol
nao dissolvido, com estabelecimento de coeficiente de correlacdo (r), determinacdo da
constante de velocidade de dissolucéo (k), meia-vida de dissolugéo (tsqs,) € quantidade
dissolvida de alopurinol apés 45 minutos do inicio do ensaio de dissolucao (Qas) e, também
calculada a eficiéncia de dissolugcéo (ED%), conforme equacdes 13 e 14.

0,693 .
tson =~ (Equagéo 13)

Onde, k é constante de velocidade de dissolucéo

- ASC(9_45)

0 ~
ASCon X 100% (Equacéo 14)

Onde, ASC(o-45) € area sob a curva de dissolucéo do alopurinol ocorrida entre o tempo 0 e 45
minutos

ASCrr é a area sob a curva total de dissolugdo do alopurinol

4.6 Ensaios de controle de qualidade do alopurinol (comprimidos)

4.6.1 Caracteristicas organolépticas

Aliguotas da SQR e de comprimidos contendo alopurinol foram retiradas e avaliadas
guanto a descricdo do aspecto visual e conformidade com a descricao presente no laudo
de analise no caso da SQR e, das bulas, no caso dos comprimidos. Além desta analise
visual, foi determinado com o auxilio de uma régua, o diametro de comprimidos de
alopurinol (Z1, Z2, M1, M2, S e P).
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4.6.2 Determinacao de peso em comprimidos de alopurinol

Para a execucdo deste teste foram pesados, individualmente, 20 comprimidos de
cada medicamento estudado (Z1, Z2, M1, M2, S e P), com auxilio de uma balanca analitica
(ALC/210.4, Sartorius — Goettingen, Alemanha). Em seguida, foi calculada a média dos
pesos e, posteriormente, o desvio padrao relativo, sendo este confrontado com o limite
definido na Farmacopeia Brasileira (2019) que, estabelece para os comprimidos com peso
médio de 100 mg, os limites de variacéo de + 7,5% e para os comprimidos com peso medio
de 300 mg os limites + 5,0%. Cabe destacar que é considerado aprovado no teste o lote do
medicamento que tenha, no maximo, duas unidades entre as 20 fora do limite especificado,

desde que nenhuma esteja acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

4.6.3 Determinacgéo de friabilidade em comprimidos de alopurinol

Vinte comprimidos de alopurinol foram pesados, com auxilio de uma balanca
analitica (ALC/210.4, Sartorius — Goettingen, Alemanha) e submetidos ao friabilbmetro
(Ethik, Modelo HX 300-2, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) com velocidade de 25 rpm
durante 4 minutos. Apds este periodo, foram observadas a presenca de comprimidos
guebrados, lascados, rachados ou partidos. Os p6s foram removidos e os comprimidos
foram pesados novamente. Com a diferenca de pesos foi calculado o percentual de perda
e, comparado com o valor estabelecido na Farmacopeia Brasileira (no maximo, < 1,5% de
perda) (BRASIL, 2019c).

4.6.4 Determinacao do tempo de desintegracdao em comprimidos de alopurinol

Foram introduzidos 06 comprimidos de cada medicamento testado em cada um dos
orificios da cesta do desintegrador (Nova Etica, Modelo 301/AC01, Vargem Grande
Paulista, SP, Brasil) para realizacdo do teste. Em seguida, os comprimidos foram
submetidos ao equipamento para realizacdo do teste em meio de agua purificada (1.000
mL) em temperatura de (37 = 1) °C por 30 minutos. Os comprimidos foram movimentados
em posigao vertical, pelo brago mecéanico do aparelho, num ciclo de subida e descida, sem
deixar de ter contato com o referido banho, para simular a movimentacao peristaltica.
Durante este periodo foi verificado o tempo necessario para a desintegracdo dos

comprimidos.
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4.6.5 Uniformidade de doses unitarias em comprimidos de alopurinol

Foram pesados, com o auxilio de uma balanca analitica (ALC/210.4, Sartorius —
Goettingen, Alemanha) 10 comprimidos de cada medicamento analisado (Z1, Z2, M1, M2,
S e P), em seguida, pulverizados. Deste, foram pesados, em triplicata, quantidades de po
equivalente a 100 mg de alopurinol e transferido para um baldo de 100 mL. Em seguida,
foram adicionados 20 mL de solucdo NaOH 0,001 mol L't com posterior agitagdo, em mesa
agitadora por 15 minutos. Apds este tempo, o volume do balédo foi completado com agua e
homogeneizado, sendo filtrado, diluido até concentracdo dentro da faixa de trabalho e
submetidos as andlises espectrofotométricas e cromatograficas.

Apoés a quantificacdo, foram correlacionados os valores encontrados com 0s pesos
individuais de cada comprimido, estimando a quantidade de insumo farmacéutico ativo
presente em cada unidade e sua relagéo percentual com base na quantidade declarada de

cada rétulo dos medicamentos, usando a equacéao 15:
Xi = pi X A/P (Equacéo 15)
Em que, Xi: quantidades individuais estimadas
pi: massas individuais das unidades testadas
A: quantidade de alopurinol, expressa em porcentagem da quantidade declarada

P: peso médio das unidades utilizadas no doseamento

Além destes calculos, foram definidos os valores de aceitacéo (VA), empregando a

equacdao 16, conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2019).
VA = ks
Em que, k: constante de aceitabilidade, cujo valor é 2,4 (Equacéo 16)

s: desvio padrdo da amostra

4.6.6 Doseamento de alopurinol (comprimidos)

Foram pesados 20 comprimidos, com o auxilio de uma balanca analitica (ALC/210.4,
Sartorius — Goettingen, Alemanha) de cada medicamento analisado e pulverizados. Deste,
foram pesadas quantidades de po equivalente a 100 mg de alopurinol e transferido para
um baldo de 100 mL. Em seguida, foram adicionados 20 mL de solu¢do NaOH 0,001 mol
Lt com posterior agitacdo, em mesa agitadora por 15 minutos. Apds este tempo, o volume
do baldo foi completado com agua e homogeneizado, sendo filtrado e diluido até
concentracao dentro da faixa linear de trabalho. O mesmo procedimento foi realizado com
a SQR e as solugbes foram submetidas a espectrofotometria e cromatografia para

guantificacdo do farmaco.
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4.7 Estudos de Degradacdo em medicamentos
Para a execucédo do estudo de degradacao foi realizado os procedimentos para a
hidrélise &cida, hidrélise basica, degradacao por oxidagdo e degradacao térmica, conforme

o estudo de Blessy e colaboradores (2014).

4.7.1 Hidrdlise acida

Foram preparadas solu¢des da SQR e dos medicamentos (Z1, Z2, M1, M2, S e P)
na concentragéo 0,5 ug mL* utilizando o solvente HCI 0,1 mol L. A solucéo foi submetida
a estufa (Nova Etica, Modelo 515, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 60 °C por 5 dias
com retirada de aliquotas de 5 mL nos dias 1, 3 e 5. As aliquotas foram devidamente
neutralizadas com solucdo de NaOH 0,1 mol L%, filtradas em filtros PTFE de 0,45um
(Agilent Technologies, Califérnia, Estados Unidos da América) e submetidas as analises

cromatograficas.

4.7.2 Hidrdlise basica

Foram preparadas solu¢des da SQR e dos medicamentos (Z1, Z2, M1, M2, S e P)
na concentragdo 0,5 ug mL? utilizando o solvente NaOH 0,1 mol L. A solugdo foi
submetida a estufa (Nova Etica, Modelo 515, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 60 °C
por 5 dias com retirada de aliqguotas de 5 mL nos dias 1, 3 e 5. As aliquotas foram
devidamente neutralizadas com solucdo de HCI 0,1 mol L, filtradas em filtros PTFE de
0,45um (Agilent Technologies, Califérnia, Estados Unidos da América) e submetidas as

analises cromatograficas, conforme método desenvolvido.

4.7.3 Degradagao por oxidagéao

Foram preparadas solu¢des da SQR e dos medicamentos (Z1, Z2, M1, M2, S e P)
na concentragdo 0,5 ug mL* utilizando H202 3% (v v1). A solugdo foi submetida a estufa
(Nova Etica, Modelo 515, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 60 °C por 5 dias com
retirada de aliquotas de 5 mL nos dias 1, 3 e 5. As aliquotas foram devidamente filtradas
em filtros PTFE de 0,45um (Agilent Technologies, Califérnia, Estados Unidos da América)

e submetidas as andlises cromatogréficas, conforme método desenvolvido.
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4.7.4 Degradacéo térmica

Foram pesadas amostras com quantidades equivalentes a 300 mg da SQR e dos
medicamentos (Z1, Z2, M1, M2, S e P) e submetidas a estufa (Nova Etica, Modelo 515,
Vargem Grande Paulista, SP, Brasil), a temperatura de 80 °C por 5 dias, com realizagéo de
pesagem nos dias 1, 3 e 5 para quantificacéo do teor de alopurinol. Para esta quantificacao

foi utilizado o método cromatografico desenvolvido neste estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento do método, empregando espectrofotometria de absorcéo
molecular naregiao do ultravioleta, para quantificacéo do alopurinol em comprimidos

As solucbes de concentragdo 5,0 ug mL* (SQR e SQR + branco) tendo como
solvente HCI 0,001 mol L exibiram absorcdo nos comprimentos de onda de 203 nm e 249
nm (Figura 06). Estes maximos de comprimento de onda também foram observados por
Lago, Pereira e Bertol (2012), em sua analise das propriedades micromeriticas do alopurinol
em 04 insumos farmacéuticos ativos, fabricados na China e utilizados por farmacias de
manipulacédo de Passo Fundo/RS. Inicialmente, foi proposto estudo do método tendo como
ponto de partida estes dois comprimentos de onda. Cabe salientar que as Farmacopeias
Brasileira (2019) e Americana (2019) definem que as determinac¢des de alopurinol devem
ser realizadas em comprimento de onda de 250 nm, valor divergente do comprimento de

onda 203 nm e préximo ao 249 nm.

Figura 06- Espectro de varredura de absor¢cdo molecular UV Vis do alopurinol
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Apos a selecdo do meio de dissolugéo (HCI 0,001 mol L) e do comprimento de onda

(249 nm) as outras figuras de mérito foram determinadas (Tabela 01 e Figura 07).

Neste aspecto, foi investigada, inicialmente, a figura de mérito linearidade para os

dois comprimentos de onda 203 nm e 249 nm. Entretanto, no comprimento de onda 203
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nao foi possivel aferir a linearidade do método, devido a instabilidade do pico, tendo, em
alguns momentos, o pico encontrado ultrapassado os limites de linearidade da Lei de
Lambert- Beer, mesmo com diluicbes cada vez maiores das solugdes. E, por este motivo,
as investigacdes passaram a ser realizadas com o comprimento de onda 249 nm. Neste
comprimento de onda foi possivel, avaliar a seletividade, uma vez que, neste comprimento
de onda, foi capaz de quantificar o alopurinol na solucéo padréo (0,20 pug mL™1), na solucéo
padrao adicionada dos excipientes e nos comprimidos sem interferéncias, demonstrando

gue nao h efeito de matriz (Figura 07).

Cabe destacar que Ammar e colaboradores (2011) ao formularem, caracterizarem e
avaliarem os comprimidos de alopurinol no Egito; Kumar e colaboradores (2016) ao
formular e avaliar comprimidos de liberacdo imediata de alopurinol na india; Moghal e
colaboradores (2016), que fabricaram e avaliaram in vitro comprimidos de dissolucéo rapida
de alopurinol usando croscarmelose soédica, glicolato de sédio e crospovidona como
superdesintegrantes em Blangadesh; e Smetiskoa e Miljanic (2017) que realizaram o teste
de dissolucdo de comprimidos produzidos na Croécia também empregaram, nos seus
meétodos, a técnica espectrofotométrica no comprimento de onda 250 nm, com solvente HCI
em concentracdes que variaram de 0,01 a 0,1 mol L%. Todos estes estudos possuiam, no
minimo, um dos excipientes encontrados nos medicamentos utilizados no presente estudo
e, foi constatado que a presenca destes ndo afetou o sinal analitico do alopurinol, neste

comprimento de onda.

Ja, Alghadi e Hamedelniel (2017) ao realizarem o estudo de biosencdo em sete
medicamentos genéricos de alopurinol (100 mg) comercializados no Sud&o utilizaram, para
as suas determinacdes, os comprimentos de onda 242 nm e 215nm, sendo que no primeiro
comprimento de onda, os solventes utilizados foram HCI 0,1 mol L e tampé&o acetato pH
4.5 e, no segundo comprimento de onda foi usado o tampao fosfato pH 6,8. Kumar e Basava
Rao (2016), também empregaram o tampao fosfato para a determinacdo de alopurinol em
comprimidos de dissolucdo rapida em Telangana, india e, neste caso, o comprimento de

onda utilizado para a determinacéo foi 262 nm, diferindo do estudo citado anteriormente.

A Tabela 01 reune os parametros de validacdo analitica do método proposto,
empregando espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do ultravioleta, para

quantificacdo do alopurinol em comprimidos e insumo farmacéutico ativo.
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Tabela 01- Validacdo do método de determinacéo do alopurinol comprimidos empregando

espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta

Condicdes
Meio de dissolucao HCI 0,001 mol L
Comprimento de onda 249 nm
Figuras de mérito Valores Valores
ANVISA IUPAC
Exatid&o (%) 99,61- 99,86 99,69 — 99,92
Preciséo (DPR, %) <0,70 <0,70
Limite de detec¢do, em pg mL* 0,08 0,07
Limite de quantificagdo, em pg mL-? 0,24 0,19
Equacéo da reta y =1,196x + 0,0042 y =1,108x - 0,0036
Coeficiente de correlagéao (r) 0,9960 0,9966
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,9920 0,9933
Faixa de trabalho, em pg mL? 0,25-0,80 0,20 -0,80
Robustez (DPR, %) <0,80 <0,80

Figura 07- Equacéo da reta da curva analitica do alopurinol empregando espectrofotometria de absorgéo

molecular no ultravioleta
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Os dados apresentados para as figuras de mérito estdo de acordo com o
preconizado na Resolu¢cdo RDC 166/2017, que trata de validacdo de métodos analiticos
determinada pela ANVISA. Ademais, também atenderam aso requisitos estabelecidos pela

IUPAC. Desta forma, este método podera ser utilizado na pratica laboratorial para a
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determinacdo de alopurinol (SQR e comprimidos), conforme a sequenciamento
procedimental. Métodos validados resultam em resultados confiaveis e reprodutiveis, de
modo que outro analista e/ou outro laboratorio possam executa-lo (KOLLA, et al., 2019;
BARACHE et al., 2017; OLIVIERE, 2015).

Adicionalmente, para a avaliacdo do erro fotométrico no método espectrofotométrico
na determinacao de alopurinol, a curva de Ringbom foi construida (Figura 08) e revelou o
menor erro fotométrico nas concentracées de (0,30 a 0,55 pg mL1). Os limites de deteccéo
e quantificacao diferiram, em valores, nas determinacdes pela ANVISA e IUPAC, mas nao

foram estatisticamente significantes quando os dados foram submetidos a ANOVA.

Figura 08 — Curva de Ringbom para a determinacédo do intervalo linear do método espectrofotométrico para

a determinacgéo de alopurinol
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Neste mesmo contexto, foi realizada a analise do gréafico de residuos oriundo das
curvas de linearidade para a verificacdo da dispersdo dos residuos (Figura 09) e, os
mesmos apresentaram homocedasticidade, ou seja, 0s residuos estdo normalmente

distribuidos.

A determinacédo das figuras de mérito de um método desenvolvido € de fundamental
importancia, uma vez que sem a devida analise estatistica, 0 método proposto ndo tera a
aplicabilidade, o que € essencial para demonstrar que os resultados encontrados séo 0s
dados mais proximos ao real e que a execucdo repetida do teste levara a resultados
confiaveis (CAZEDEY; SALGADO, 2014).
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Figura 09 - Avaliacéo dos residuos gerados no processo de construcdo da curva analitica para a

determinacéo de alopurinol por espectrofotometria de absor¢gédo molecular na regido UV.
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Diante destes resultados, 0 método espectrofotométrico de absor¢do molecular no
ultravioleta proposto, nas condi¢ées meio de dissolucdo HCI 0,001 mol L e deteccdo em
comprimento de onda 249 nm pode ser utilizado para a determinacédo de alopurinol, em

SQR e comprimidos, respeitada a faixa linear de trabalho.

5.2 Desenvolvimento do método, empregando cromatografia liquida de alta
eficiéncia, para quantificagcdo do alopurinol em comprimidos

Para a selecdo das condicbes cromatograficas inicialmente foram analisados os
meios de solubilizacdo do alopurinol. Dentre os meios de solubilizacdo analisados, os que
apresentaram melhores resultados para a determinagéao de alopurinol foram: HCI 0,1 mol
L e etanol (Figura 10). Ao analisar os cromatogramas (Figura 11) oriundos das solugées
padrdo (1,0 pg mL1), foi possivel observar a presenca de dois picos, nos comprimentos de
onda de 203 e 249 nm, fato este também observado no desenvolvimento do método
espectrofotométrico, conforme citado anteriormente. Por este motivo, os dois comprimentos
de onda foram selecionados para a determinagcdo dos parametros de exatidao e preciséo,
nos dois meios (HCI 0,1 mol L* e etanol) e, da mesma forma que no método anterior, ndo
foi possivel estabelecer a precisdo para o comprimento de onda 203 nm, sendo, entéo,
selecionado o comprimento de onda 249 nm como comprimento de detecg&o do alopurinol
e levando em consideracdo esta selegdo, optou-se por utilizar o solvente HCI 0,1 mol L2,

respeitando os principios da quimica verde.
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Figura 10- Determinacédo do meio de solubilizac&o de alopurinol comprimidos e substancia quimica de
referéncia. Condi¢es experimentais: coluna C8 (150 mm X 4,6 mm X 5,0 um); fase moével metanol (50%) +
agua ultrapura (50%); fluxo: 0,9 mL min-1; temperatura 30 °C.
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Figura 11- Espectrograma da solucéo padrao de alopurinol (1,0 pg mLt) em meio HCI 0,1 mol L.
Condicdes experimentais: coluna C8 (150 mm X 4,6 mm X 5,0 um); fase mével metanol (50%) + agua
ultrapura (50%); fluxo: 0,9 mL min-1; temperatura 30 °C.

249

A presenca de dois picos no espectrograma, também, foi observada no estudo de
Rajkumar, Bhavya e Kumar (2014), que desenvolveram e validaram um método para
determinacao simultanea de alopurinol e &cido lipdico em comprimidos empregando CLAE

em fase reversa. Neste estudo, o comprimento de maior absor¢cado foi 210 nm e foi
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encontrado um pico cromatografico de menor intensidade que o primeiro, na regiao de 250
nm. Como o objetivo deste estudo era a detec¢cdo simultédnea e, tanto o alopurinol quanto o
acido lipoico exibiram méximo de absorcdo em 210 nm, este foi utilizado para as
determinacdes. Ja Ammar e colaboradores (2011), em seu estudo no Cairo, Egito,
utilizaram o comprimento de onda de 254 nm para quantificacdo de alopurinol e acido
salicilico, simultaneamente. Nas Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (2019), a
determinacao é realizada no comprimento de onda 230 nm. Insta salientar que, em todos
os estudos apresentados, o meio de solubilizacao utilizado foi diferente no proposto neste
estudo, sendo metanol (AMMAR, et al., 2011) e acetonitrila (RAJKUMAR; BHAVYA;
KUMAR, 2014).

Na definicdo da fase moével (Figura 12), as que apresentaram melhores resultados
foram: etanol + HCI 0,1 mol L (50: 50: v v1); etanol + agua ultrapura (70:30: v v1) e HCI
0,1 mol L + etanol + &gua ultrapura (25: 50: 25 v v'v1). Destas, foi selecionada a fase
mével HCI 0,1 mol L + etanol + agua ultrapura (25: 50: 25 v v-lv?), pois possui um menor
consumo de solvente etanol puro, atendendo os principios da sustentabilidade. Na literatura
nao foram encontrados trabalhos que relatam a utilizacdo de fase movel contendo uma
mistura dos solventes mencionados acima para a determinacao de alopurinol, sendo este
fato, uma das inovacoes deste trabalho. Destaca-se que no estudo de Rajkumar, Bhavya e
Kumar (2014) a fase mével utilizada foi uma mistura de solugdo aquosa de tampao acetato
pH 4,5 + acetonitrila (96: 4: v v1); j4, no estudo de Ammar e colaboradores (2011), a fase
movel foi uma mistura de acetonitrila + tampé&o acetato de aménio ajustado para 4,6 (50:50:
v v1). Conforme as informacgGes das Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (2019)
recomendam-se 0s meios: mistura de solucao aquosa de fosfato de potassio monobasico

0,125% (p v1) + metanol (70: 30 v v1) e (50: 50 v v1), respectivamente.

Os resultados obtidos evidenciaram um pico no comprimento de onda 203 nm. Cabe
destacar que na regiao entre 200 e 210 nm, varios solventes, também, absorvem radiacao
e, por este motivo, optou-se por realizar as analises para validagdo do método no
comprimento de onda 249 nm, comprimento este proximo ao comprimento preconizado

pelas Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (2019).

Apés a definicdo da fase mével, outro parametro avaliado foi o fluxo da fase movel,
sendo investigadas as vazées de 0,6 a 0,9 mL min* (Figura 13). A selecéo do fluxo da fase

movel foi baseada no principio de uma vazao o mais reduzida possivel, que exibe um menor
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consumo de fase movel e, consequentemente, uma menor quantidade de reagentes,
atendendo, mais uma vez, ao preconizado pelos principios da quimica verde. Com base
nestes resultados, o fluxo selecionado foi 0,6 mL min-t. Para Jahangirian e colaboradores
(2017) o consumo de quantitativos de solventes em menor proporgao, especialmente os

toxicos, deve ser um dos quesitos a serem avaliados no desenvolvimento de métodos,
visando o minimo impacto ambiental ao ecossistema.

Figura 12- Comparacéo das fases moveis para determinagdo de alopurinol em solvente HCI 0,1 mol L2,

Condigcdes experimentais: coluna C8 (150 mm X 4,6 mm X 5,0 um); fluxo: 0,9 mL mint; temperatura 30 °C.
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Figura 13- Selec¢éo do fluxo da fase movel da CLAE para a determinagéo de alopurinol (SQR e
comprimidos) em solvente HCI 0,1 mol L2. Condi¢des experimentais: coluna C8 (150 mm X 4,6 mm X 5,0
um); fase maével: HCI 0,1 mol L (25%) + etanol (50%) + agua ultrapura (25%); temperatura 30°C.

uv

1 |
300000
i _ in-1
250000 0,6 mL min
] - 0,7 mL mint
200000 - 0,8 mL mint
] 0,9 mL mint
150000
100000
50000-]
0t e e e e
0.0 10 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min



82

Definido estes parametros foi entdo calculado o tempo de retengéo do alopurinol, o
fator de retencdo, o niUmero de pratos tedricos e a resolucado cromatografica (Tabela 02).

Tabela 02 — Determinagéo do tempo e fator de retencdo, nimero de pratos teéricos e resolugao
cromatografica, para o método de determinacéo de alopurinol em meio de HCI 0,1 mol L1,

Parametros Valores
Tempo de retencéo (Tr, minutos) 3,01
Fator de retencéo (k) 5,20
Numero de pratos teéricos (N) 6.442
Resolucdo cromatogréfica (R) 2,05

Apos estas defini¢cdes foi definido o tempo de corrida, avaliando o tempo do pico de
alopurinol (3,01 minutos) e a ndo observacgao de outro pico apos o pico do alopurinol (Figura
13), foi estabelecido como tempo de corrida 4,0 minutos. Cabe destacar que o tempo de
corrida preconizado nas Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (2019) para as suas

determinacdes sdo 30 e 35 minutos, respectivamente.

Com base nestes parametros estudados, foram estabelecidas as condi¢cfes 6timas
para a determinacdo de alopurinol (comprimidos) empregando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (Tabela 03) e os cromatogramas relativos a SQR e 0os medicamentos sao

apresentados (Apéndice A, ver pagina 117).

Tabela 03- Condi¢bes 6timas para o método de determinacéo de alopurinol (comprimidos)

empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Parametros Condicdes
Coluna C8 (4,6 mm X 150 mm X 5,0 ym)
Fase movel HCI 0,1 mol Lt (25%) + etanol (50%) + agua ultrapura (25%)
Fluxo (mL min-t) 0,6
Temperatura (°C) 30
Tempo de corrida (minutos) 4
Detector DAD (249 nm)
Tempo de retencao (tr, minutos) 3,01

Os resultados obtidos atenderam aos requisitos de validacao definidos para métodos
analiticos, conforme Resolugéo- RDC n° 166/2017 e IUPAC (Tabela 04 e Figuras 14 e 15).
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Tabela 04- Validacao do método de determinacédo do alopurinol (comprimidos) empregando cromatografia

liquida de alta eficiéncia

Figuras de mérito Valores (ANVISA) Valores (IUPAC)
Exatiddo (%) 99,76-99,81 99,79- 99,82
Preciséo (DPR, %) <0,50 <0,50
Limite de deteccdo (ug mL1) 0,06 0,05
Limite de quantificacédo (ug mL™1) 0,18 0,12

Equacéo da reta

y = 507223,8x + 1022446,6 y = 538618,3x + 1022446,6

Coeficiente de correlagéao (r) 0,9961 0,9976
Coeficiente de determinacao (r?) 0,9922 0,9952

Faixa de trabalho (ug mL1) 0,18 - 0,80 0,12 -0,80
Robustez <1,90 <2,00

Figura 14- Equacéao da reta da curva analitica do alopurinol (SQR e SQR + excipientes) empregando
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Figura 15 - Avaliacdo dos residuos gerados no processo de construcao da curva analitica para a

determinacgéo de alopurinol por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Amostras de Calibracéo

Diante dos resultados encontrados para a validacdo do método cromatografico,
sugere-se que o método proposto poder ser utilizado para quantificar alopurinol no produto

acabado, respeitando os limites da faixa de trabalho.

5.3 Ensaios de dissolucdo de comprimidos de alopurinol 100 mg e 300 mg

Apods o desenvolvimento e validacdo dos dois métodos propostos (UV e CLAE),
ensaios de dissolugcéao (teste e perfis de dissolucdo) foram planejados para avaliar a
liberag&o (%) de alopurinol nos medicamentos adquiridos no mercado (Z1, Z2, M1, M2, S
e P). A Farmacopeia Brasileira (2019) indica que, nhdo menos que 75% do farmaco se
dissolvida em 45 minutos. ApOs a realizacdo do planejamento fatorial e avaliacdo pelo
diagrama de Pareto, foi possivel observar que ndo houve varidvel que apresentasse
contribuicdo estatisticamente significante na dissolugdo de alopurinol comprimidos,
isoladamente ou, em combinacdo (Figura 16). Desta forma, foram selecionadas as
seguintes condi¢Ges: meio de dissolucdo — 900 mL de HCI 0,001 mol L, aparato: tipo 2
(pd) e rotacéo 75 rpm. Cabe destacar que na variavel rotacéo poderia ser utilizada a de 50
rpm, mas foi adotada a de 75 rpm, pois é a mesma descrita nas Farmacopeias Americana
(USP, 2019) e Brasileira (2019), sem causar prejuizos ao método, uma vez que esta
mudanca de rotacdo ndo exerceu interferéncias no resultado dos testes, conforme os

resultados obtidos.
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Figura 16 - Diagrama de Pareto do planejamento experimental para a determinacao das condi¢des de

execucdao do teste de dissolugdo de medicamentos contendo alopurinol

e ] e
W 2 0 M
[HCI] _IE?EE
Aparato %mmﬁ

Rotacéo 001713
e [HCI]

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

A andlise multifatorial para a determinacdo das condi¢cfes Otimas de um experimento
€ de grande importancia, uma vez que € capaz de estabelecer as melhores condi¢des para
determinacao de um analito, diminuir a quantidade de ensaios realizados e, especialmente,
guando se necessita de uma grande quantidade de solvente e/ou o emprego de solventes
toxicos e nocivos ao meio ambiente (SAHU et al., 2017). O uso de uma menor quantidade
desses solventes € uma contribuigcdo significativa para as condigcdes ambientais e, cada vez
mais, vem sendo explorado pelas empresas quimicas, alimenticias, farmacéuticas e
cosmeéticas (MARCO et al., 2019; KOLLA et al., 2019). O planejamento experimental, como
modelo matematico, além de estabelecer as condigbes 6timas € capaz, por meio da
estatistica, de contribuir para o desenvolvimento de métodos mais exatos e precisos
(OLIVIERI, 2015; ALLEGRINI; OLIVIERI, 2014; ORTIZ; SARABIA; SANCHEZ, 2010).

5.3.1 Teste de dissolucao

Os comprimidos analisados (Z1, Z2, M1, M2, S e P) liberaram mais de 80% de
alopurinol, em 45 minutos nos dois métodos desenvolvidos (Tabela 05) e, desta forma,
atenderam os critérios definidos pelas Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (2019)
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gue preconizam, ndo menos que 80% da dose de alopurinol dissolvido no tempo de 45

minutos.

Tabela 05 — Teste de dissolugcdo de comprimidos de alopurinol empregando os dois métodos, até 45

minutos

Quantidade de alopurinol dissolvido (%)
Medicamento

Espectrofotometria UV CLAE
Z1 100,41 99,92
Z2 101,44 99,11
M1 100,90 99,63
M2 99,67 99,93
S 99,52 99,62
P 99,91 99,44

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Este teste conseguiu informar, in vitro, o quantitativo de alopurinol dissolvido no meio
de dissolucao e, portanto, disponivel para ser absorvido no trato gastrintestinal, sendo um
importante teste a ser avaliado no momento do desenvolvimento de uma formulacéo
(ZAMAN et al., 2016). Cabe salientar que o uso de excipientes com fun¢cdes desagregantes,
auxiliam no processo de desagregacdo e posterior dissolucdo dos medicamentos,
ensejando em dissolugfes cada vez mais rapidas, deixando o insumo farmacéutico ativo
apto para ser absorvido (BIANCHINI et al., 2019). Apesar de ser um teste farmacopeico de
grade valia, para a avaliacdo da equivaléncia terapéutica se faz necessaria a realizac¢édo do

perfil de dissolugdo de medicamentos.
5.3.2. Perfil de dissolucdo de medicamentos

Os resultados obtidos (Figuras 17 e 18) demonstraram que 0s medicamentos
(referéncia, genérico e similar), contendo alopurinol, exibiram perfis de dissolugéo
semelhantes para o farmaco, quando avaliados utilizando a ANOVA e teste de Tukey
(Tabelas 06, 07 e 08 e Figuras 19 e 20). Os medicamentos testados liberaram = 75% do
farmaco, apos decorridos 10 minutos do teste, exceto o medicamento S que, por
espectrofotometria, liberou 71,35% do farmaco, em 10 minutos. Porém, ao longo do tempo,

esta diferenca foi suplantada, sem interferir na analise global do teste.
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Figura 17- Perfis de dissolucao de alopurinol (comprimidos de 100 e 300 mg) empregando

espectrofotometria de absorcdo molecular UV.
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Figura 18- Perfis de dissolucao de alopurinol (comprimidos de 100 e 300 mg) empregando cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Tabela 06- Andlise de variancia (ANOVA) do perfil de dissolucdo de medicamentos contendo alopurinol

empregando os métodos desenvolvidos

ANOVA
Andlise Variancia Variancia dentro F (calculado) F (critico) p-valor
estatistica entre grupos do grupo
Espectrofotometria  0,015134 10,542185 0,024117 2,323126  0,999732
CLAE 0,008747 9,877099 0,014878 2,323126  0,999918

Tabela 07 — Comparacéo pareada do teste de Tukey aplicados ao perfil de dissolucdo de comprimidos de

alopurinol utilizando o método espectrofotométrico

Medicamento Z1 z2 M1 M2 S P
Z1 1 1 1 0,9999 1
Z2 0,1581 1 1 0,9995 1
M1 0,1335 0,2916 1 1 1
M2 0,05153 0,2096 0,08196 1 1
S 0,3135 0,4716 0,18 0,262 1
P 0,06828 0,2264 0,06521 0,01675 0,2452

Figura 19- Andlise dos residuos de variancia da comparacéo pareada do teste de Tukey aplicados ao perfil

de dissolucdo de comprimidos de alopurinol utilizando o método espectrofotométrico.
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Tabela 08 — Comparacéo pareada do teste de Tukey aplicados ao perfil de dissolucdo de comprimidos de

alopurinol utilizando o método cromatografico.

Medicamento Z1 z2 M1 M2 S P
Z1 1 1 1 0,9999 1
Z2 0,2318 1 1 1 1
M1 0,198 0,03377 1 1 1
M2 0,1181 0,1137 0,07995 1 1
S 0,3675 0,1357 0,1695 0,2494 1
P 0,1896 0,04226 0,008484 0,07146 0,178

Figura 20- Andlise dos residuos de variancia da comparacéo pareada do teste de Tukey aplicados ao perfil

de dissolucdo de comprimidos de alopurinol utilizando o método cromatogréfico.
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Com base na analise dos residuos oriundos do teste de Tukey, pode-se afirmar que
todos os medicamentos apresentaram perfis semelhantes entre si, ndo existindo diferenca
estatisticamente significativa entre os medicamentos estudados, tanto para o método

espectrofotométrico quanto para o cromatografico.

Apés a analise da ANOVA foi realizado o calculo de fator de diferenca (f1), entre

pares, conforme determinacdo da ANVISA para a comparacao dos perfis, ndo apresentado
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valores fora do intervalo determinado por esta agéncia regulatéria para o f1 (entre 0 e 15)
para os dois métodos desenvolvidos, reforcando o que ja fora apresentado na analise de

variancias, no teste de Tukey e andlise dos residuos (Tabela 09).

Tabela 09 — Valores de f1 oriundos do perfil de dissolucdo comparativo de medicamentos contendo
alopurinol empregando os métodos desenvolvidos (espectrofotometria de absorcéo molecular UV e CLAE)

Espectrofotometria

Medicamentos Z1x M1 Z1xS Z2 x M2 Z2xP
fl 1,56 3,65 2,40 2,59
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Medicamentos Z1x M1 Z1xS Z2 x M2 Z2xP
fl 2,18 4,05 1,29 0,48

N&o foi necessario o calculo do f2 (fator de similaridade), pois segundo a Resolucéo
RDC 31/2010, “quando o farmaco apresentar alta solubilidade e a formulacéo for de
liberacdo imediata, apresentando dissolu¢cdo muito rapida (dissolucédo de mais de 85% do
farmaco em menos de 15 minutos) para ambos os medicamentos, o fator f2 perde o seu

poder discriminativo e, portanto, ndo é necessario calcula-lo” (BRASIL, 2010).

Adicionalmente, foram calculados os modelos cinéticos de ordem zero (Figuras 21 e
22) e primeira ordem (Figuras 23 e 24) para os dois métodos propostos, e 0 modelo cinético
de dissolucdo que explica melhor este processo é o de primeira ordem, exibindo
coeficientes de correlacdo mais proximos de 1, quando comparados ao de ordem zero
(Tabela 10). A partir da definicdo do modelo foi possivel determinar os parametros K, T50%,
Q45, tanto para o0s ensaios empregando a espectrofotometria quanto a cromatografia

(Tabela 11).

Pode-se observar que os valores encontrados para o tempo de meia-vida de
dissolucédo dos medicamentos testados sdo muito préximos, com variacao de 3,09 a 6,82
minutos, corroborando com os dados apontados da analise do perfil de dissolucéo
apresentados anteriormente (ANOVA, Tukey e fl). Cabe-se destacar, também, que as
constantes de velocidade calculadas para cada medicamento, nos dois métodos, também,
apresentaram valores muito proximos entre si, variando de 0,10 a 0,22, reforgcando que a

dissolugéo destes medicamentos foi muito rapida.
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Figura 21 — Porcentagem de alopurinol ndo dissolvido empregando espectrofotometria UV (aplicacédo do

modelo de ordem zero).
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Figura 22 — Porcentagem de alopurinol ndo dissolvido empregando CLAE (aplicagdo do modelo de ordem

Zero).
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Figura 23 — Transformacao logaritmica da porcentagem de alopurinol ndo dissolvido empregando método

espectrofotométrico UV (aplicacdo do modelo de primeira ordem).
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Figura 24 — Transformac&o logaritmica da porcentagem de alopurinol ndo dissolvido empregando método
CLAE (aplicacédo do modelo de primeira ordem).
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Tabela 10- Parametros estatistico dos estudos de regresséao, aplicando modelo ordem zero e primeira ordem,

derivados dos perfis de dissolu¢gées de medicamentos contendo alopurinol (espectrofotometria UV e CLAE).

Espectrofotometria UV

Medicamento Z1(r) Z2 (r) M1(r) M2 (r) S P ()
Ordem zero 0,7132 0,7207 0,7368 0,7249 0,7513 0,7183
Primeira ordem 0,9870 0,9935 0,9664 0,9650 0,9825 0,9660
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Medicamento Z1(r) Z2 (r) M1(r) M2 (r) S P ()
Ordem zero 0,7041 0,7060 0,7094 0,7071 0,7270 0,7104
Primeira ordem 0,9782 0,9784 0,9682 0,9782 0,9669 0,9790

r: coeficiente de correlagéo

Tabela 11 — Valores médios dos parédmetros cinéticos (desvios-padrao) a partir do modelo de cinética de

primeira ordem, derivados dos perfis de dissolu¢do dos medicamentos contendo alopurinol.

Espectrofotometria UV
Q 45 (%)

medicamentos Tso% (Minutos) K (minutos™)

Z1 3,50 (+ 0,22) 100, 02 (+ 1,77) 0,20 (+ 0,01)
72 3,09 (+ 0,35) 101,30(+ 1,98) 0,22 (+ 0,01)
M1 3,19 (+ 0,81) 100,06(+ 4,69) 0,22 (+ 0,02)
M2 5,21 (+ 0,19) 99,57(+ 3,20) 0,13 (+ 0,01)
5,76 (+ 0,27) 99,21(+ 3,96) 0,12 (+ 0,02)
4,78 (+ 0,29) 99,85(+ 2,39) 0,15 (+ 0,02)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

medicamentos Tso% (Minutos) Q 45 (%) K (minutos?)
Z1 4,99 (+ 0,27) 99,82 (+ 5,76) 0,14 (+ 0,01)
Z2 6,81 (+ 0,35) 99,07 (+ 4,51) 0,10 (+ 0,01)
M1 5,82 (+ 0,49) 99,56 (+ 9,77) 0,12 (+ 0,02)
M2 4,56 (£ 0,33) 99,86 (+ 4,17) 0,15 (+ 0,01)

4,75 (+ 0,52) 99,49 (+ 8,96) 0,15 (+ 0,02)
P 5,17 (£ 0,19) 99,41 (+ 3,20) 0,13 (+ 0,01)
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Por fim, foi calculada o parametro eficiéncia de dissolu¢cdo (ED,%) para os
medicamentos analisados, por meio da regra dos trapezoides. A partir dos dados obtidos,
os medicamentos apresentaram ED (%) iguais ou superiores a 75%, em 45 minutos, tanto
nas medidas realizadas com a espectrofotometria, quanto com CLAE (Figura 25), estando
de acordo com o critério estabelecido tanto na Farmacopeia Brasileira (2019) quanto na

Farmacopeia Americana (2019).

Figura 25 - Eficiéncia de dissolucdo de comprimidos contendo alopurinol empregando os dois métodos (UV
e CLAE)
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Alghadi e Hamedelneil (2017) estudaram a liberacdo imediata de alopurinol, em
comprimidos comercializados no Suddo. Um dos meios empregados para a comparagao
do perfil de dissolucdo foi HCI 0,1 mol L? (pH 1,2). Neste meio, dos 07 medicamentos
estudados, apenas um teve a porcentagem de dissolucao abaixo de 75% do farmaco, em
15 minutos de teste. Todos os outros medicamentos apresentaram liberacdo do farmaco
superior a 90%, em 15 minutos.

Moghal e colaboradores (2016), avaliaram a liberagéo in vitro de alopurinol, nos
comprimidos de liberacao rapida, que eles desenvolveram, em Savar Dakar, Blangadesh,
utilizando como excipientes a croscarmelose sodica, lactose, celulose microcristalina,

crospovidona, talco e estearato de magnésio. Os resultados obtidos pelos autores, a partir
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dos perfis de dissolucdo executados em meio de HCI 0,01 mol L%, empregando
espectrofotometria de absorcdo molecular com detec¢cdo em 250 nm, mostraram liberacao
do farmaco superiores a 80%, no tempo de 10 minutos. Estes excipientes, também, fazem
parte dos medicamentos aqui estudados, podendo ser uma das explicacdes para a
dissolucdo muito rapida destes medicamentos. Neste estudo, também foi determinado o
modelo cinético de dissolucdo e, dos 09 medicamentos testados, 07 apresentaram o
modelo de primeira ordem, como o que melhor explica a dissolucdo dos medicamentos
formulados, corroborando com os achados deste trabalho. Os outros 02 medicamentos
apresentaram como melhor modelo o Korsmeyer-Peppas, sendo atribuido pelo estudo a
maior quantidade de glicolato de sédio, nestes comprimidos, quando comparado aos outros

estudados.

Ja, Ammar e colaboradores (2011), no Cairo, Egito, realizaram o teste de dissolucao
em 04 medicamentos empregando o meio HCI 0,1 mol L e estabeleceram, também a
cinética de dissolucdo. Dos analisados, 02 apresentaram modelo de primeira ordem para a
dissolugéo, sendo um deles o medicamento referéncia de 100 mg. O estudo de Kumar e
colaboradores (2016) em Punjab, india, que formulou e avaliou, executando, dentre outros,
estudos de perfil de dissolucdo de 09 formulacdes contendo alopurinol com 0s excipientes
crospovidona, croscarmelose sédica, estearato de magnésio e talco (também, presente nas
formulacdes aqui estudas), utilizando a espectrofotometria com o meio de dissolugédo HCI
0,1 mol L'* e 0o mesmo comprimento de onda (250 nm), encontrou dissolu¢éo acima de 75%
da dose em 08 formulagdes, em 45 minutos de teste. Os comprimidos que apresentavam
uma maior quantidade de crospovidona, apresentaram uma dissolu¢cdo do alopurinol em
um tempo menor, fato este também observado no estudo de Moghal e colaboradores
(2016), em Savar Dakar, Blangadesh. Cabe destacar que, todos os medicamentos
genéricos aqui estudados, possuiam a crospovidona como excipiente, enquanto 0s
medicamentos referéncia ndo possuiam, em suas formulacdes, esta substancia, entretanto,

este fator tecnoldgico, nao interferiu na dissolu¢cdo dos medicamentos de referéncia.

Com base nos resultados dos ensaios de dissolucéo (perfil, cinética e eficiéncia de
dissolucéo), os medicamentos aqui avaliados cumpriram os requisitos determinados pela
agéncia reguladora nacional. Como uma questéo inovadora deste estudo, destaca-se o fato

de que nenhum dos trabalhos encontrados na literatura cientifica realizaram os ensaios de
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dissolucdo empregando a CLAE, apesar de existirem métodos para doseamento, tanto nos
compéndios oficiais quanto na literatura cientifica, conforme mencionado neste trabalho.

5.4 Outros ensaios de controle de qualidade do alopurinol (substancia quimica de
referéncia e comprimidos)

5.4.1 Carateristicas organolépticas

A SQR alopurinol se apresentou como p6 branco, em conformidade com o informe
técnico emitido pelo INCQS/FIOCRUZ e com as farmacopeias Brasileira (BRASIL, 2019c)
e Americana (USP, 2019) que descreve o alopurinol como cristais brancos a amarelos
palidos ou pé cristalino branco (Figura 26). J4, os comprimidos (Figura 27), foram
analisados com base nas informacdes presentes na bula.

Figura 26- P4 da substancia quimica de referéncia alopurinol

Figura 27- Comprimidos de alopurinol
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Os resultados desta analise estdo em conformidade com o preconizado nas suas
instrucdes de uso (Tabela 12). Os medicamentos de referéncia apresentaram comprimidos
circulares brancos com diametro de 0,71 cm para 0 100 mg (Z1) e 1,11 cm para o de 300
mg (Z2). Para os medicamentos genéricos, os de 100 mg (M1) mostraram-se como
comprimidos circulares, biconvexos, monossectados, na cor branca, com diametro de 0,84
cm; e, (S) eram comprimidos brancos, biconvexos e oblongos, medindo 0,96 cm de
diametro; (M2) eram comprimidos circulares, biconvexos, sem vincos, na cor branca, com
diametro de 1,16 cm e, finalmente, (P) apresentaram-se como comprimidos simples,
circulares, brancos, ndo sulcados, com diametro de 1,15 cm. Estas informacdes estao

descritas na Tabela 12.

Tabela 12- Descri¢cdo dos comprimidos de alopurinol (referéncia e genéricos) adquiridos para o estudo.

Medicamento Descricao Diametro (cm)
Z1 comprimidos circulares brancos 0,71 (£ 0,01)
M1 comprimido circular, biconvexo, 0,84 (£ 0,01)
monossectado, na cor branca
S comprimido branco, biconvexo e oblongo 0,96 (+ 0,01)
Z2 comprimidos circulares brancos 1,11 (x 0,01)
M2 comprimido circular, biconvexo, sem vinco, 1,16 (x 0,02)
na cor branca
P comprimido simples, circular, branco, ndo 1,15 (+ 0,01)
sulcado

Insta salientar que este teste ndo é categorico em afirmar que se trata de alopurinol,
haja vista que se trata de uma observacdo do produto relativo ao seu aspecto. Mas, este
ensaio é de grande importancia industrial, uma vez que, nesta analise, pode-se verificar a
capacidade da indastria produzir lotes com as mesmas caracteristicas (LAGO; PEREIRA;
BERTOL, 2012).

O aspecto de um produto € uma das caracteristicas observadas pelos clientes na
realizacdo de uma aquisicdo. Em se tratando de medicamentos, qualquer alteracdo no
aspecto ja é um indicativo de desvio de qualidade e deve ser tratado como tal. As bulas de
medicamentos devem possuir alertas claros e diretos para que 0s usuarios nao utilizem os
medicamentos caso estejam em desacordo com aspecto descrito. As altera¢cdes no aspecto
podem revelar falhas na producao, distribuicdo e armazenamento de medicamentos e

exigem uma investigacao detalhada para elucidacao do ocorrido (BRASIL, 2019a).
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Dos estudos disponiveis na literatura, apenas Moghal e colaboradores (2016)
realizaram a avaliacdo do diametro dos comprimidos contendo alopurinol, em Savar Dakar,
Blangadesh. Os autores avaliaram 09 comprimidos e verificaram diametros médios de
cerca de 0,8 cm, bem proximos dos didmetros encontrados neste estudo brasileiro para os
comprimidos contendo 100 mg de alopurinol. Como nao foi especificado, no texto daquele
estudo, a apresentacdo de cada medicamento pesquisado, ndo se podem fazer mais

comparacoes acerca do assunto.

5.4.2 Determinacao de peso (peso médio) em comprimidos de alopurinol

Para os medicamentos contendo 100 mg de alopurinol, os lotes dos medicamentos
testados cumpriram o teste. Todas as unidades testadas estavam dentro do limite de
variacao exigido (+ 7,5%), conforme a Farmacopeia Brasileira (2019). Os dados dos testes
para os medicamentos contendo 100 e 300 mg de alopurinol estdo apresentados na Tabela
13.

Tabela 13- Resultado do teste de determinacéo de peso em comprimidos contendo alopurinol (100 e 300

mg).
Medicamento Peso Desvio Limite Limite
médio padréo superior inferior
(100 mg) .
(mQ) relativo (%) (mQ) (mQ)
Referéncia (Z1) 179,7 1,26 193,2 166,2
Genérico (M1) 175,8 0,89 189,0 162,6
Genérico (S) 174,0 1,70 187,0 160,9
Medicamento Peso Desvio Limite Limite
médio padréo superior inferior
(300 mg) )
(mg) relativo (%) (mg) (mg)
Referéncia (Z2) 543,6 0,93 570,8 516,5
Genérico (M2) 513,6 0,29 539,2 487,9
Genérico (P) 537,8 1,06 564,6 510,9

Na literatura cientifica existem alguns estudos que realizaram a determinacao de
peso (peso médio) de formas farmacéuticas contendo diversos farmacos, como uma das

avaliacdes de qualidade de medicamentos, podendo citar os estudos de Viana e



99

colaboradores (2016) e Conceicao e colaboradores (2018), que determinaram o peso meédio
de capsulas de fluoxetina e comprimidos de propranolol, comercializados no Brasil. Tendo
como insumo farmacéutico ativo o alopurinol, os artigos cientificos que relataram a
execucao deste ensaio foram: Kumar e colaboradores (2016), e Kumar e Basava Rao
(2016), na india e Moghal e colaboradores (2016), em Bangladesh, tendo todos os
comprimidos analisados, conformidade com os compéndios e 6rgdos sanitarios, destes

paises.

5.4.3 Determinacdao de friabilidade em comprimidos de alopurinol

Todos os comprimidos pertencentes aos lotes de medicamentos analisados
apresentaram uma perda inferior a 1,5% do peso inicial, ap6s serem submetidos a
aparelhagem especifica (Tabela 14).

Tabela 14- Resultados do teste de friabilidade dos medicamentos contendo alopurinol

Medicamento Perda (%) Especificacdo
Referéncia (Z1) 0,2
Referéncia (Z2) 0,2
Genérico (M1) 0,3 Perda de, no maximo,
Genérico (M2) 0,3 <15%
Genérico (S) 0,2
Geneérico (P) 0,2

Deste modo, os comprimidos analisados estdo de acordo com o preconizado nas
Farmacopeias Brasileira (2019) e Americana (2019). Os resultados obtidos corroboram com
os achados de Kumar e colaboradores (2016) e Kumar e Basava Rao (2016), na india e
Moghal e colaboradores (2016) em Bangladesh, que analisaram comprimidos contendo

alopurinol.

5.4.4 Determinacao do tempo de desintegracdo em comprimidos de alopurinol

Todos os comprimidos testados se desintegraram antes dos 30 minutos (Tabela 15)

e, portanto, cumpriram o teste, com destaque para os comprimidos dos genéricos (M1) e
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(M2), que apresentaram o0s mais reduzidos tempos de desintegracdo, 1'50” e 1107,

respectivamente.

Tabela 15 - Resultado do teste de desintegracdo em comprimidos de alopurinol

Tempo de
desintegracao
Medicamento Especificacdo
(em minutos e
segundos)
Referéncia (Z1) 5 35” (£ 0,03)
Referéncia (Z22) 4’ 40” (= 0,05)
Genérico (M1) 150" (x 0,12) Desintegracéo total
Genérico (M2) 110" ( 0,07) até 30
Genérico (S) 4’ 50” (x 0,13)
Genérico (P) 329" (£ 0,112)

Tempos de desintegracédo diferentes podem estar relacionados a diversos fatores
tecnoldgicos da producdo de medicamentos, tais como a dureza e a composi¢cao das
formulacdes dos medicamentos, como por exemplo a utilizacdo de agentes desintegrantes
na formulacéo, que podem estar diretamente associados ao processo de descompactacao
do p6 comprimido (ZAMAN et al., 2016). Cabe ressaltar que quando mais rapida for a
desintegracdo, mais rapido este farmaco podera estar disponivel para ser dissolvido no
meio reacional e, posteriormente, absorvido no organismo, tornando-se biodisponivel.
Variac6es muito amplas nos tempos de desintegracdo podem induzir a uma diferenca no
perfil de dissolucdo de medicamentos e, portanto, devem ser levados em consideragcao no
desenvolvimento de medicamentos genéricos (MARKL; ZEITLER, 2017). Os resultados
desse estudo mostraram-se concordantes com os de Kumar e colaboradores (2016) e

Kumar e Basava Rao (2016), na india e Moghal e colaboradores (2016), em Bangladesh.
5.4.5 Uniformidade de doses unitarias em comprimidos de alopurinol

Os medicamentos apresentaram uniformidade de doses quando avaliados pelo

meétodo de variacdo de peso, nos dois métodos desenvolvidos (Tabelas 16 e 17).
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Tabela 16 — Valores, média e critério de aceitacédo do teste de uniformidade de contetido (método

de variacdo de peso) de comprimidos de alopurinol, empregando a espectrofotometria de absorcao

molecular na regido do UV.

Comprimidos 71 (%) 72 (%) M1 (%) M2 (%) S (%) P (%)
1 99,79 99,89 99,92 99,99 98,21 99,78

2 100,12 97,80 99,58 99,06 98,67 99,85

3 100,34 100,05 99,69 99,39 99,93 99,26

4 100,40 98,25 99,80 100,25 99,01 99,41

5 100,12 99,62 99,35 99,45 97,64 99,89

6 99,95 97,24 99,46 99,12 99,07 99,98

7 98,79 98,40 99,40 99,80 98,84 99,00

8 99,51 98,74 99,86 98,96 100,28 99,50

9 100,01 99,18 99,12 99,94 101,54 99,94

10 100,45 98,36 99,29 99,41 98,61 99,37
Média 99,95 98,75 99,55 99,54 99,18 99,60
Desvio padréo 0,50 0,92 0,27 0,44 1,13 0,33
Valor de aceitagéo 1,20 2,21 0,64 1,05 2,70 0,80

Tabela 17 — Valores, média e critério de aceitacao do teste de uniformidade de contetdo (método

de variacdo de peso) de comprimidos de alopurinol, empregando a CLAE.

Comprimidos 71 (%) 72 (%) M1 (%) M2 (%) S (%) P (%)

1 99,74 99,87 100,35 100,31 98,36 100,10

2 100,07 97,78 100,01 99,37 98,82 100,18

3 100,29 100,03 100,12 99,70 100,09 99,59

4 100,35 98,23 100,24 100,56 99,17 99,73

5 100,07 99,60 99,78 99,76 97,78 100,21

6 99,90 97,22 99,89 99,43 99,22 100,31

7 98,74 98,38 99,84 100,11 98,99 99,33

8 99,46 98,72 100,29 99,27 100,43 99,83

9 99,96 99,16 99,55 100,25 101,70 100,27

10 100,40 98,34 99,72 99,72 98,76 99,70
Média 99,90 98,73 99,98 99,85 99,33 99,92
Desvio padréo 0,50 0,92 0,27 0,44 1,13 0,33
Valor de aceitacéo 1,20 221 0,64 1,05 271 0,80
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Para a definicdo do valor de aceitacdo para o teste de uniformidade de conteudo foi
empregado o valor de k = 2,4 (valor tabelado para determina¢gdes com 10 unidades de
comprimido) multiplicado pelo desvio padréo (Equagéo 16). De acordo com a Farmacopeia
Brasileira (2019), este valor calculado ndo pode ser maior que 15,0 (BRASIL, 2019c). A
partir destes resultados foi possivel afirmar que os medicamentos analisados possuiam
uniformidade de doses na producdo e, estes lotes produzidos, possuem a qualidade

suficiente para serem comercializados, com base nesse critério.
5.4.6 Doseamento de alopurinol (comprimidos)
Os medicamentos testados apresentaram resultado dentro da especificacéo (93,0 a

107,0 %), segundo a Farmacopeia Brasileira (2019) (Tabela 18).

Tabela 18 — Doseamento de alopurinol (comprimidos) empregando os métodos desenvolvidos.

Produto Espectrofotometria (%) Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(%)
Z1 100,01 (+ 0,12) 99,96 (+ 0,15)
z2 99,67 (+ 0,25) 99,65 (+ 0,20)
M1 99,12 (+ 0,10) 99,55 (+ 0,19)
M2 99,45 (+ 0,14) 99, 76 (+ 0,23)
S 98,90 (+ 0,19) 99,05 (+ 0,13)
P 101,10 (+ 0,16) 101,43 (+ 0,15)

Este ensaio foi realizado, também, por Kumar e colaboradores (2016); Kumar e
Basava Rao (2016), na india e Lago, Pereira e Bertol (2012), no Brasil. Os dados obtidos

neste trabalho foram concordantes com os autores supracitados.



103

5.5 Estudos de Degradacéao

5.5.1 Hidrdlise acida

Os medicamentos (comprimidos) contendo alopurinol (100 e 300 mg) e substancia
guimica de referéncia apresentaram degradacao inferiores a 10%, durante os 05 dias de
teste (Tabela 19). Observou-se uma maior degradacao do farmaco nos medicamentos P,
M2 e M1, quando comparados aos outros medicamentos e SQR (Apéndice B, ver pagina
118).

Tabela 19 — Teores de alopurinol (comprimidos e SQR) e degradacéo total encontrados no teste de

degradacéo por hidrolise &cida (HCI 0,1 mol L1, a 60 °C, por 5 dias).

Dia SQR (%) Z1 (%)  Z2 (%) M1 (%) M2 (%) S (%) P (%)
1 99,98 101,43 99, 92 99,82 99,14 100,68 100,01
3 99,56 100,65 99,37 97,69 96,75 98,12 97,46
5 98,96 99,65 98,12 93,67 92,53 95,88 93,02
Deg r(ad)a(;éo 1,02 1,78 1,80 6,16 6,66 4,76 6,98
%

Os dados obtidos diferiram do estudo de Kharia; Vishwakarma e Singour (2018) que
realizaram o estudo de degradagdo em comprimidos contendo alopurinol (100 mg)
comercializados na india e detectaram degradacéo de 0,18% nas suas amostras. Também,
diferiram do estudo de Singh e Gadhawala (2013), também na india, que encontraram uma
degradacéao de 14,7%, nas suas amostras. Cabe destacar que nos dois estudos indianos,
o meio utilizado para a hidrélise foi HCI 5,0 mol L, por 2 horas, tendo o primeiro sido
executado a 80 °C e, o segundo estudo a temperatura foi de 100 °C. Enquanto, neste estudo
o meio utilizado foi HCI 0,1 mol L1, a 60 °C, por 5 dias. Desta forma, este estudo foi realizado
numa condicdo mais branda que os estudos indianos, no aspecto concentracdo acida,
porém a exposicao foi prolongada. Esta condigdo mais branda pode ter ocasionado uma
menor perda do quantitativo de alopurinol quando comparado com de Singh e Gadhawala
(2013).

Outra variavel que diferiu, entre os estudos, foi a temperatura que, neste caso, nao
pode explicar, sozinha, as divergéncias de resultados. Pois, o presente estudo ao empregar
uma temperatura inferior (60 °C), exibiu uma degradacao de alopurinol mais elevada, que
a obtida no estudo de Singh e Gadhawala (2013), que usaram uma temperatura de 80 °C.

Ainda, o presente estudo apresentou uma degradacgao inferior que a encontrada pelo
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estudo de Kharia; Vishwakarma e Singour (2018), que utilizaram uma temperatura mais
elevada (100 °C). Sugere-se que esta degradacdo, encontrada neste estudo, possa estar
associada aos processos de fabricagdo dos medicamentos (comprimidos) que podem ter
utilizado diferentes lotes/fabricantes de IFAs. Discussbes mais detalhadas ndo podem ser
apresentadas, pois estas informacdes ndo estavam disponiveis nos produtos aqui

pesquisados.

5.5.2 Hidrdlise bésica
Todas as amostras estudadas exibiram resultado abaixo de 10% de degradacéo ao

longo dos 05 dias, em meio basico (Tabela 20 e Apéndice C, ver pagina 119).

Tabela 20 — Teores de alopurinol (comprimidos e SQR) e degradacao total encontrados no teste de
degradagéo por hidrolise basica (NaOH 0,1 mol L1, a 60 °C, por 5 dias).

Dia SOR (%)  Z1 (%) Z2 (%) M1 (%) M2 (%) S (%) P (%)
1 99,16 99,91 100,68 101,06 98,43 99,22 100,73
3 98,08 98,00 97,83 98,14 97,06 97,54 96,96
5 96,31 95,22 95,98 95,27 92,75 93,04 93,61
Degr(%/d)a(;éo 2,87 4,69 4,66 5,73 5,77 6,22 7,06
0

Em comparacdo com outros estudos publicados na literatura cientifica, que
realizaram a degradacdo forcada por hidrolise basica em medicamentos contendo
alopurinol, observou-se que exibem o mesmo comportamento apresentado na hidrélise
basica. Entretanto, o presente estudo verificou uma porcentagem de degradacéo inferior
aquelas encontradas por Singh e Gadhawala (2013), cerca de 13,1% e, Kharia;
Vishwakarma e Singour (2018), cerca de 0,30%. Destaca-se que, nos estudos de Singh e
Gadhawala (2013) houve uma maior degradacdo em meio acido, quando comparado com
0 meio basico. Ja, nos estudos de Kharia; Vishwakarma e Singour (2018), existiu uma
degradacéao, mesmo que reduzida em meio basico, superior a hidrolise acida; fato, também,
observado no presente estudo. Este fato pode ser explicado pelo pH do meio, durante a
hidrélise, uma vez que, segundo Venkataraman e Manasa (2018), esta variavel influencia

diretamente na formacéao de produtos de degradagao.
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5.5.3 Degradacéao por oxidacao

No processo de degradacdo oxidativa, 03 produtos (M1, M2 e P) apresentaram
degradagcdo maior que 10% de alopurinol, durante os 05 dias de teste (Tabela 21).
Observou-se que, neste 0 meio, ocorreram as maiores taxas de degradacgéo de alopurinol,

neste estudo (Apéndice D, ver pagina 120).

Tabela 21 — Teores de alopurinol (comprimidos e SQR) e degradacéo total encontrados no teste de
degradacéo oxidativa (H202 3%, a 60 °C, por 5 dias)

Dia SQR (%)  Z1 (%) Z2 (%) M1 (%) M2 (%) S (%) P (%)

1 100,51 102,84 99,17 99,09 98,36 99,98 98,65

3 98,54 95,79 94,21 89,56 91,75 94,12 90,46

5 94,86 94,46 91,03 87,72 86,99 90,00 88,47

Deg r(ad)agéo 5,62 8,14 8,20 11,47 11,59 9,98 10, 32
%

O estudo de Kharia; Vishwakarma e Singour (2018) apontou para uma maior
degradacéao do alopurinol em meio oxidativo, apresentando 4,70% de degradagdo em meio
de H202 10%, em duas horas de ensaio a 60 °C. Singh e Gadhawala (2013) evidenciaram
uma degradacéo de 13,8% de alopurinol, no mesmo meio oxidativo e concentracdo, em
trés horas e a 100 °C. Os achados deste estudo estdo concordantes com os estudos
supracitados.

5.5.4 Degradacéao térmica

Os medicamentos testados exibiram uma degradacgdo reduzida (< 0,50%), com a
exposicdo a temperatura de 80 °C, durante 5 dias (Tabela 22 e Apéndice E, ver pagina
121). Singh e Gadhawala (2013) encontraram degradacdo de 0,09%, enquanto a
degradacéo, nos estudos de Kharia; Vishwakarma e Singour (2018) nado foi detalhada.
Desta forma, os achados deste estudo, foram similares aos dados descritos na literatura

cientifica.
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Tabela 22 — Teores de alopurinol (comprimidos e SQR) e degradacao total encontrados no teste de

degradacéo térmica a 80 °C, por 5 dias).

Dia SQR (%) Z1 (%) 72 (%) M1 (%) M2 (%) S (%) P (%)
1 99,85 98,63 99,06 99,87 100,34 98,18 100,55
3 99,83 98,57 98,82 99,81 100,20 97,99 100,51
5 99,79 98,33 98,76 99,70 100,17 97,92 100,45
Degr(z;l/d)agéo 0,06 0,30 0,30 0,17 0,16 0,26 0,09
0

Insta salientar que além destas condi¢Ges para a execucao do teste de degradacao
forcada, existe a condicdo de estudo em fotdlise, que neste estudo nédo foi possivel realizar

devido a falta de equipamento disponivel para a execucao do teste.
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6 Conclusoes

O desenvolvimento de estudos que visam a inovacao em tecnologia, ofertando métodos
gue sao ambientalmente sustentaveis € uma premissa da ciéncia deste milénio. Neste
contexto, buscam-se processos que sejam capazes de atingir os resultados esperados com
0 menor impacto ambiental. Este estudo foi concebido com a premissa de ofertar inovacfes
tecnoldgicas capazes de avaliar a qualidade dos medicamentos (comprimidos) contendo
(100 e 300 mg) de alopurinol, pensando sempre no menor consumo de produtos toxicos

aos seres humanos e ao ambiente, em geral. Desta forma, destaca-se neste estudo, que:

e Foi possivel desenvolver um método analitico para quantificacdo de alopurinol em
comprimidos empregando a espectrofotometria de absor¢céo molecular, na regido do
UV, aplicando-o0 nos ensaios de dissolucdo e doseamento de medicamentos

comercializados na Bahia.

e Foi possivel desenvolver um método analitico para quantificacdo de alopurinol em
comprimidos empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, aplicando-o nos
ensaios de dissolucdo e doseamento de medicamentos comercializados na Bahia.

e Nas andlises qualitativas todos os medicamentos analisados cumpriram os testes e,
neste quesito, estdo aptos para a comercializacao.

e Foi possivel otimizar o método de dissolugéo de alopurinol (comprimidos), reduzindo
(em 10 vezes) a concentragdo de HCI de 0,01 mol L* para 0,001 mol L%, diminuindo
a quantidade de solventes e, portanto, contribuindo com os principios da quimica
verde.

e Os medicamentos genéricos (comprimidos contendo 100 mg e 300 mg)
apresentaram perfis de dissolucdo semelhantes aos medicamentos referéncia, nas
mesmas dosagens.

e Os medicamentos (genéricos e referéncia) apresentaram cinética de dissolucdo de
primeira ordem, sendo possivel o estabelecimento, também, da meia vida de
dissolucéo, a constante da velocidade de dissolucdo, a quantidade de alopurinol
dissolvida em 45 minutos e a eficiéncia de dissolucdo, nas condi¢cdes determinadas
no ensaio.

e Foi possivel estimar o perfil de degradacdo dos medicamentos em meio acido,

basico, oxidante e térmico.
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Os métodos desenvolvidos para a quantificacdo de alopurinol em comprimidos
poderdo ser utilizados pela industria farmacéutica, comunidade cientifica e agéncias
regulatérias de salde para avaliacdo da qualidade dos medicamentos
comercializados no pais, contribuindo para o acesso e utilizacao racional destes
medicamentos.

Destaca-se como produto desta dissertacdo de Mestrado, o trabalho intitulado
“‘Development and Validation of Quality Control Analytical Methods for Allopurinol
Tablets”, que foi apresentado no 12" International Congress of Pharmaceutical
Sciences (CIFARP) de 2019 e a confeccdo de artigos cientificos estdo em fase de

redacao final para submisséao a periodicos qualificados.
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APENDICE A. Cromatogramas da SQR e medicamentos (comprimidos contendo alopurinol
100 e 300 mg), em HCI 0,1 mol L, nas condi¢cdes 6timas do método CLAE desenvolvido.

Substancia quimica de referéncia (SQR) Medicamento Z1 Medicamento Z2
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APENDICE B. Cromatogramas da degradacdo forcada por hidrolise éacida de
medicamentos contendo alopurinol (comprimidos 100 e 300 mg) e SQR.
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APENDICE C. Cromatogramas da degradacdo forcada por hidrolise basica de
medicamentos contendo alopurinol (comprimidos 100 e 300 mg) e SQR.
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APENDICE D. Cromatogramas da degradacéo forcada por oxidacdo de medicamentos
contendo alopurinol (comprimidos 100 e 300 mg) e SQR.

Substancia quimica de referéncia (SQR)
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| | j‘?
Il “‘ I
\ i “‘
I /‘R—“ I I ‘ I /“
E/ L)" ‘ﬂ‘ V
. Medicamento M1
Medicamento Z2
Dia 01 Dia 05
Dia 01 Dia 05 ! !
| | |
il (l |
\““ I \
‘ ‘\/’\ | N o w*’v—‘—/ “\‘/ ]
I/ I/ i | ;“//
/ V /
Medicamento M2 Medicamento S
Dia 01 Dia 05 Dia 01 Dia 05
F ] @ ]
| 4 | ] f
“‘ I B i
| 4 | ] I
I i NS " \
— ||/ 4 ‘
1 / ; ““"r”’ ﬁju—ww“‘ /%—A
V w v
Medicamento P
Dia 01 Dia 05
i
|
|
|/
/




121

APENDICE E. Cromatogramas da degradac&o forcada térmica de medicamentos contendo

alopurinol (comprimidos 100 e 300 mg) e SQR.

Substancia quimica de referéncia (SQR)

Medicamento Z1

Dia 01 Dia 05 Dia 01 Dia 05
i ‘E P “F
Il ‘ “ “\
\‘ “‘
| | | |
\ ] I
e I/ “‘:/ ‘/ .
I/ 11/ 1/ I
4 V 4 v
Medicamento Z2 Medicamento M1
Dia 01 Dia 05 Dia 01 Dia 05
f ‘% [ E
‘\‘ ‘ \‘ \‘
I \‘ \ I\
‘H ‘\ \#g* :Eq “ \‘R
s N I
‘\‘}/ “WV U‘// “Q"/
Medicamento M2 Medicamento S
Dia 01 Dia 05 Dia 01 Dia 05
r i
M i \‘ |
“\‘ \“‘ ““\ ““\
I ) I )
i / I/ : | “// | J//
! / / ¥
Medicamento P
Dia 01 Dia 05
|
I f
[ i
I\ |
YAN— )=
I/ i
\g// “/
Y !




