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RESUMO

Os farmacos antiinflamatérios néo-esteroidais (AINEs) fazem parte de um
grupo de medicamentos extensamente comercializados em todo o mundo. Dentre
estes agentes, destaca-se a Nimesulida uma potente droga antiinflamatéria nao-
esteroidal, seletivo-inibidora da cicloxigenase-2 (COX-2), com propriedades
antiinflamatdérias, antipirética e analgésica.

O aumento na utilizacdo de medicamentos genéricos no mercado brasileiro
deu um grande impulso no estudo da bioequivaléncia, que consiste em avaliar a
concentracdo do farmaco presente em liquidos biol6gicos. Sendo assim,
desenvolveu-se um método analitico eficaz, confiavel e apropriado para
determinacdo quantitativa da Nimesulida em plasma humano utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia é a mais usada de todas as técnicas analiticas de separacédo e
quantificacdo. As raz6es para a popularidade do método é a sua sensibilidade e a
facil adaptacéo para determinacdes quantitativas.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de um método analitico para
quantificacdo da Nimesulida no plasma humano através de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, com deteccao espectrofotmétrica no UV/Vis em 258 nm. As
corridas cromatograficas foram realizadas em coluna analitca Phenomenex®
Luna-CN (5,0 um, 150 x 4,6 mm) e fase movel constituida por tampao fosfato (pH
5,5):metanol:acetonitrila (4,0:2,5:3,5, v/v/v). A extracdo foi liquido-liquido usando
diclorometano como solvente extrator, foi usado pequeno volume de plasma (200
W/L), e o padrao interno usado Tolazamida. A eficiéncia do processo de extracao
do método através da recuperagdo mostrou-se preciso e exato. O limite de
quantificacdo da Nimesulida usado foi de 200,0 ng/mL com curva de calibragédo
linear até 15.000,0 ng/mL. O volume de injecéo foi de 20 uL com tempo total de
corrida de 3 minutos.

Os testes realizados para avaliar a estabilidade do farmaco em plasma
forneceram resultados dentro dos limites especificados, indicando que as



condicoes de manuseio e andlise das amostras sdo adequadas.

O desenvolvimento do método envolveu avaliacdo e otimizagdo de
condicdes, incluiu estapas de preparacdo da amostra, separacdao cromatografica,
deteccao e quantificacdo. Este método demonstrou ser rapido e sensivel para
determinacdes dos limites de concentracdes plasmaticas, podendo ser aplicado
em testes de bioequivaléncia.



ABSTRACT

The non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are among the most
commercialized drugs in the world. The Nimesulide is a powerful non-steroidal anti-
inflammatory drug, which acts as a selective inhibitor of the Cyclooxigygenase 2
enzyme and is one of the most powerful antipyretic, anti-inflammatory and pain
reliever drugs available.

As the usage of generic drugs increased, a great impulse was given to the
study of the bioequivalence, the evaluation in the concentration of the active
principles in biological liquids. Therefore, an efficient, appropriate and trustful
analytical method was developed to determine the Nimesulide quantitatively in
human plasma, the high-performance liquid chromatography.

A rapid and sensitive high-performance liquid chromatography method for
determination of Nimesulide in human plasma has been developed. The
chromatographic system uses a reversed-phase Luna-CN column with UV-Vis
detection at 258 nm. Mobile-phase consisted of phosphate buffer (pH
5,5):methanol:acetonitrile (4,0:2,5:3,5, v/v/v) at a flow-rate of 3,0 mL/min. Liquid-
liquid extraction using dichloromethane was employed and Tolazamide was used
as an internal standart. Only 200 uL of plasma are used for sample preparation
and a 20 pL aliquot was injected into the high-performance liquid chromatography
column. The limit of quantitation is 200 ng/mL and the calibration curve is linear up
to 15000 ng/mL. The run time was 3,0 min.

The high-performance liquid chromatography is the most used of all the
analytical methods of separation and quantification of chemical substances. The
reasons for the popularity of this method are its sensitivity and easy adaptation to
the quantitative measurements. The evaluation of the method has involved
evaluation and optimization of the conditions, including sample preparation,
chromatographic separation, detection and quantification. The proposed method
was applied to the determination of Nimesulide in plasma samples from the

bioequivalence study.



I. INTRODUCAO

O controle da dor e da inflamagéao é o objetivo dos mais primarios na origem do homem. Ao
se demonstrar a acdo antipirética da salicina desde 1829, por Leraux, um longo caminho de
pesquisa foi desencadeado e, em 1899, o acido acetilsalicilico foi introduzido, na medicina, por
Dresses, com o nome de aspirina, que se perpetuou com o passar dos anos (BRENOL; XAVIER,;
MARASCA, 2000; OLIVEIRA et al., 2007).

Com a descoberta da aspirina, abriu-se um novo campo no combate a dor e a inflamacgao,
possibilitando o surgimento, alguns anos depois, de um grupo variado de medicamentos com
acOes farmacologicas semelhantes ao da aspirina, definido como drogas antiinflamatérias nao-
esteréides (MOREIRA; CARVALHO, 2001).

Os antiinflamatérios ndo-esteroides (AINEs) estao entre os mais utilizados farmacos, sendo
os agentes terapéuticos amplamamente prescritos para tratamento de processos inflamatorios e
dolorosos musculo-esqueleticas (RAO et al., 2005). Atualmente ha mais de 50 AINEs diferentes no
mercado global e esses agentes proporcionam alivio sintomatico de dor e edema em artropatia
cronica, como ocorre na osteoartrite, na artrite reumatéide e em afecgdes inflamatérias mais
agudas, como traumas esportivos, fraturas, entorses e outras lesdes das partes moles. Também
proporcionam alivio nas dores pés-operatdria, dentais, menstruais, cefaléias e enxaquecas (RANG
et al., 2007). Entretanto, somente em 1971, John Vane descobriu que os AINEs inibiam a sintese
de prostaglandinas, explicando assim suas atividades antiinflamatdria, antipirética e analgésica.
Sua agao antiinflamatéria decorre da inibicao de sintese de prostaglandinas, efetuadas mediante a
inativacao das cicloxigenase constitutiva (COX-1) e induzivel (COX-2). A primeira é responsavel
pelos efeitos fisioldgicos das prostaglandinas em sitios gastricos e renais. A segunda surge nos
locais inflamatérios, reduzindo os efeitos adversos. As pesquisas tém sido direcionadas para a
busca de representantes com maior seletividade pela cicloxigenase 2 (FUCHS; WANNMACHER,;
FERREIRA, 2004).

Desde a introdugao da aspirina (acido acetilsalicilico) no arsenal terapéutico dos processos
inflamatérios, novas drogas tém sido desenvolvidas com o propdsito de obterem-se
antiinflamatérios com menos reagbes adversas e que possua uma maior eficacia. Foram
desenvolvidos varios antiinflamatérios nao-esterdides, com estruturas quimicas diversas, mas que

apresentam propriedades terapéuticas semelhantes, pois atuam de modo n&o-seletivo sobre a



COX-1 e COX-2. Os primeiros farmacos seletivos surgiram na década de 1980, como Meloxicam,
Etodolac, Nimesulida, entre outros (JUNIOR, 2006).

Apesar de a COX ter sido identificada ha mais de 20 anos, maior progresso no
entendimento de suas fungdes tem acontecido na Ultima década. O impulso nas pesquisas advém
do fato de os AINEs terem comprovado eficacia em diversas indicagbes terapéuticas, mas
apresentarem importantes reac¢des adversas, principalmente gastrointestinais (KUMMER;
COELHO, 2002).

Quimicamente a  Nimesulida é identificada como  N-(4-nitro-2-fenoxifenil)
metanosulfonamida um farmaco antiinflamatério inibidor seletivo da COX-2, sendo o primeiro
industrializado com essas caracteristicas. A Nimesulida foi sintetizada em 1976, pela Helsinn
Chemical S.A., e existe no mercado brasileiro desde 1993 com diversas denominagdes e formas
farmacéuticas (FALLAVENA; SCHAPOVAL, 2004).

A Nimesulida é um agente antiinflamatério ndo-esteroidal que difere dos demais compostos
desta classe de inibidores seletivos pelo fato de exibir um carater acido em virtude do grupo
quimico sulfonanilida, mostrando alta atividade antiinflamatéria, antipirética e analgésica, baixa
toxicidade, moderado incidente gastrico e alto indice terapéutico (PIEL et al., 1999).

A Nimesulida e o meloxicam mostram algum grau de inibicdo “preferencial” para COX-2
(KUMMER; COELHO, 2002). A agao da Nimesulida sobre a COX-1 é muito pequena, diminuindo o
risco de lesdes gastroduodenais quando comparada aos demais AINEs. E bem comprovada a
preferéncia da Nimesulida pela COX-2, garantindo a sua eficacia e perfil de seguranca frente a
outros AINEs (KULKARNI, 2002).

Desde a introdugéo clinica dos inibidores seletivos da COX-2 foram realizados estudos
sucessivos para avaliar seu potencial antiinflamatério e efeitos gastrointestinais como dor e
desconforto epigastrico, sangramento gastrointestinal ocasional e Ulcera géstrica ou intestinal,
observando-se, porém, risco potencial de eventos adversos cardiovasculares, que fundamentaram
a interrupgéo do uso terapéutico de alguns produtos da classe (JUNIOR, 2006).

A farmacodindmica clinica e o potencial terapéutico da Nimesulida tém sido
extensivamente estudados. O mecanismo de agado tem sido investigado e envolve interferentes
com a producao/acéao de mediadores (KHAKSA; UDUPA, 1999).

O aumento na utilizacdo de medicamentos genéricos no mercado brasileiro deu um grande
impulso no estudo da bioequivaléncia, cujo objetivo é avaliar se uma droga em duas ou mais
formas farmacéuticas similares alcancga a circulacao sistémica na mesma velocidade relativa; isto
€, os perfis dos niveis plasméaticos da droga, obtidos com o uso de duas formas farmacéuticas, sao
similares, ou seja, que a nova droga tenha a mesma composicéo e eficdcia dos medicamentos ja
existentes no mercado. O estudo da bioequivaléncia consiste em avaliar a concentragdo do
farmaco ou droga presente em liquidos biol6gicos coletados ao longo do tempo (CHOW; LIU,
2000).



Além do aumento na utilizacdo de medicamentos genéricos, 0os avangos recentes na area
farmacéutica viabilizaram a produgéo de novos farmacos de interesse terapéutico, que necessitam
de métodos analiticos e bioanaliticos para determinagdo quantitativa em produtos farmacéuticos,
estudo de dissolugao e em matrizes bioldgicas. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € a mais
usada de todas as técnicas analiticas de separagéo e quantificacdo. As razdes para a popularidade
do método séo a sua sensibilidade e a facil adaptagcao para determinacgées quantitativas (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Muitas areas tém interesse em andlises de compostos encontrados em fluidos biolégicos,
como; ambiental, farmacéutica, analises clinicas, medicina legal, entre outras (DRUMER, 1999;
POLETTINI, 1999). E a andlise cromatografica desses compostos presentes em fluidos biol6gicos,
principalmente soro, plasma e urina, em geral, requer um pré-tratamento da amostra. As razbes
para isso sdo inumeras, destacando-se a complexidade das matrizes bioldgicas, das quais os
compostos sdo obtidos, a existéncia de proteinas que sao incompativeis com as colunas
cromatograficas e a concentragdo das substancias a serem analisadas, no nivel de trago (HUBERT
et al. 1999; QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001)

As técnicas de extracdo e/ou pré-concentragdo permitem que a analise dos componentes
de interesse se torne possivel. A meta final é a obtengdo de uma subfracdo da amostra original
enriquecida com as substancias de interesse analitico, de forma que se obtenha uma separacao
cromatografica livre de interferentes, com detec¢do adequada e um tempo razoavel de andlise. As
técnicas mais comumente utilizadas para a extragcao e/ou pré-concentragdo de farmacos presentes
em fluidos biolégicos séo: extragdo por precipitagcdo simples de proteinas, extragédo liquido-liquido,
extracdo em fase sdlida. A eficiéncia de extragcdo (recuperacdo) é avaliada a partir das
caracteristicas de cada analito em questdao, como seu pKa, coeficiente de particdo e estabilidade
no meio de extracao (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Outro parametro importante é a estabilidade do farmaco em liquidos biolégicos depende de
suas propriedades quimicas, da matriz biolégica e do material de acondicionamento utilizado. A
estabilidade determinada para um tipo de matriz e de material de acondicionamento especifico
ndo pode ser extrapolada para outros (ROMEU et al., 2007).

As condicbes de realizagdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais
condicbes de manuseio e andlise das amostras. Deve ser avaliada a estabilidade do analito
durante a coleta e manuseio da amostra, apds armazenagem de longa duragédo (congelamento) e
curta duragéo (a temperatura ambiente), apés ciclos de congelamento e descongelamento e nas
condicdes de analise. Devem-se incluir também avaliacao da estabilidade do analito nas solugdes
padrdo, preparadas com solvente apropriado em concentragdes conhecidas (ANVISA, 2003).

O desenvolvimento de métodos envolve a avaliagdo e otimizagcdo de condicdes, incluindo
etapas de preparagdo da amostra, separacdo cromatografica, deteccdo e quantificagdo. A
validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda a exigéncias

das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.



Um método analitico deve, idealmente, ser exato, para fornecer valores proximos dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro, ser preciso com grau
de repetibilidade entre os resultados de analises individuais, ser seletivo para que a exatidao nao
desvie com interferentes potenciais, ser sensivel ou capaz de determinar concentragdes, as
menores possiveis, e enfim, responder de forma proporcionalmente linear, ao longo de ampla
faixa de concentracédo ( ANVISA, 2003; GIL et al., 2007).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medigbes quimicas, mediante sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida.
Dados analiticos ndo-confiaveis podem conduzir a decisées desastrosas e a prejuizos financeiros
irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informagbes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominado validagédo. A validagao
de um método é um processo continuo que comecga no planejamento da estratégia analitica e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos,
todos os orgaos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validagdo de metodologia
analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que s&o diretrizes a
serem adotadas no processo de validagdo. Um processo de validagdo bem-definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os
sistemas sao adequados para o uso desejado (WHO, 1992; CODEX, 1995).

Atualmente, ha grande interesse no desenvolvimento de métodos analiticos rapidos e que
fornegam parametros apropriados para analises quantitativas de farmacos, sobretudo em amostras
biologicas. Tais métodos sao importantes para analises de rotina durante o controle de qualidade e
também no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas. Desse modo, o trabalho teve como
objetivo desenvolver, otimizar e validar um método para identificacdo e quantificacdo da
Nimesulida no plasma humano por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nimesulida, denominado quimicamente de N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanossulfonamida, é
uma potente droga antiinflamatoéria nao-esteroidal, inibidor seletivo da cicloxigenase-2 (COX-2),
com propriedades antiinflamatéria, antipirética e analgésica, que difere de outros compostos dessa
classe pelo fato de exibir um carater acido em virtude do grupo quimico sulfonanilida
(ASTIGARRAGA et al., 2001). A Nimesulida € um pd amarelo palido, cristalino, levemente untuoso
ao tato, inodoro, ndo-higroscopico, praticamente insolivel em agua, faciimente soluvel em etanol
e metanol, muito solivel em acetona, cloroférmio, acetonitrila e dimetilformamida, solGvel em

solucbes de hidréxidos alcalinos. Insoluvel em solugbes acidas, com ponto de fusédo entre 143°C a



145°C, possuindo peso molecular de 308,31g/mol, forma molecular C13H12N>OsS e apresentando a
estrutura quimica mostrada na Figura 1 (FARMACOPEIA BRAS., 2002).
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Figura 1: Estrutura quimica da Nimesulida

A Nimesulida é comercializada na forma de comprimidos, comprimidos dispersiveis,
suspensdo oral, granulados e supositérios. Antiinflamatério ndo-esteroidal (AINE) do grupo da
sulfonanilida, possui adequada acdo antipirética e analgésica e potente acdo antiinflamatéria. E
bem absorvida por via oral, atingindo picos plasméticos entre uma e duas horas, sendo sua
excrecao realizada em 70% pelas fezes e 23% pela urina. Sua meia-vida plasmatica é de 3-4
horas, porém sua acao persiste entre 8 e 12 horas. Utilizada em doses de 3-5 mg/Kg/dia até uma
dosagem maxima de 400 mg/dia dividida em 2-3 tomadas (MOREIRA; CARVALHO, 2001).

Com a descoberta da COX-2 em 1991, a industria farmacéutica passou a investir
macicamente no desenvolvimento de AINEs seletivos para essa enzima, na busca de
medicamentos com agdo terapéutica potente, mas sem os efeitos colaterais indesejados. Esses
medicamentos tornaram-se disponiveis no mercado, apresentando agao antiinflamatéria efetiva e
riscos significativamente menores de toxicidade gastrointestinal, comparativamente aos AINEs
convencionais, prometendo resolver a morbidade associada ao uso prolongado de
antiinflamatérios. Mais recentemente, o uso prolongado de inibidores seletivos para COX-2 vem
emergindo também como uma possibilidade preventiva e terapéutica para algumas doengas nao-
inflamatérias em que ocorre aumento da expressdo da COX-2, como é o caso de certos tipos de
canceres, notadamente os de origem epitelial e do mal de Alzheimer (CARVALHO; CARVALHO;
SANTOS, 2004).

A Nimesulida tem mostrado, em estudos, efeitos antiproliferativos em uma variedade de

linhagens celulares tumorais, incluindo cancer de colo (LAMM et al., 2005).



Apesar dos seus substanciais beneficios clinicos, os antiinflamatérios ndo-esterbides, que
exercem agdo analgésica e antiinflamatéria pela inibicdo das enzimas COXs, tém significantes
efeitos indesejaveis, que limitam o seu uso (MOREIRA; CARVALHO, 2001).

A Nimesulida, um inibidor seletivo de COX-2, além de inibir cicloxigenases, principalmente
a COX-2, tem acado antiinflamatéria também por agir como inibidor de radicais de oxigénio e da
producao e liberagdo de 4cido hipocloroso em neutréfilos, sem, no entanto, afetar suas agdes. Tem
eficacia clinica comparavel a do diclofenaco e do naproxeno. O perfil ulcerogénio da Nimesulida é
menor quando comparada aos antiinflamatérios habituais (RANG et al., 2007).

Os AINEs incluem grande variedade de compostos, pertencentes a diferentes classes
quimicas, porém tém a¢des muito semelhantes as da aspirina; todos compartilham, em maior ou
menor grau, os mesmos tipos de efeitos adversos baseados em seus mecanismos de agéo. Tais
efeitos incluem irritagbes gastricas, que podem variar desde um simples desconforto até a
formacao de Ulcera; efeito sobre o fluxo sanguineo renal no rim comprometido; tendéncia para
prolongar o sangramento por inibigdo da funcdo plaquetaria. De maneira controversa, argumenta-
se que todos AINEs, mas especialmente os farmacos seletivos para COX-2, podem aumentar a
probabilidade de eventos tromboéticos, como infarto do miocardio por inibicdo da sintese de
prostaglandina (RANG et al., 2007).

Embora possam ocorrer mecanismos diferentes, geralmente os efeitos estao relacionados
com a acao primaria de inibicdo da cicloxigenase araquiddnica e, portanto, da producao de PG e
tromboxanos. A maioria dos AINEs néo inibe apenas as PG nos locais de inflamagao, mas
também aquelas que exercem fungbes importantes no organismo, podendo, desta forma,
ocasionar reagdes adversas, como as complicacdes gastrointestinais (MICHEL; WARNER, 1999;
FLOWER, 2003; HERSCHMAN; TALLEY; DUBOIS, 2003).

As prostaglandinas sao produtos originados do &cido araquiddnico (AA), que é obtido da
dieta ou do acido linoléico, encontrando-se presentes em todos os tecidos animais e exercendo
varias fungdes. Quimicamente, sdo partes de um grupo denominado eicosanoides, derivados do
AA e liberados de fosfolipideos de membrana de células lesadas, por acao catalitica da fosfolipase
A.. As COX-1 e COX-2 e a hidroperoxidase catalisam as etapas sequenciais de sintese dos
prostandides (PGs classsicas e tromboxanos) e as lipoxigenases transformam o AA em
leucotrienos e outros compostos (BRENOL; XAVIER; MARASCA, 2000; OLIVEIRA et al., 2007).

O principal mecanismo de agao dos AINEs ocorre por meio da inibicdo especifica da COX
e consequente redugao da conversao do AA em PGs. Reagbes mediadas pelas COXs, a partir do
AA, produzem PGG,, que sob agéo da peroxidase forma PGH,, sendo entdo convertidas as PGs,
prostaciclinas (PGly) e tromboxanos (TXA,) (BRENOL; XAVIER; MARASCA, 2000; OLIVEIRA et
al., 2007).

As PGs tém acgao vasodilatadora, a PGD, ¢é liberada de mastécitos ativados por estimulos
alérgicos ou outros e a PGE; inibe a acdo de linfécitos e outras células que participam das

respostas alérgicas ou inflamatorias. Além de promoverem vasodilatacdo, sensibilizam os



nociceptores (hiperalgesia) e estimulam os centros hipotalamicos de termorregulagdo. A PGl,
predomina no endotélio vascular e atua causando vasodilatacdo e inibicdo da agregacéo
plaquetaria. O TXA, predomina nas plaquetas, causa efeitos contrarios, como vasoconstricao e
agregacao plaquetéaria (SHUMACHER; KLIPPEL; KOOPMAN, 2001; OLIVEIRA et al., 2007).

Os leucotrienos aumentam a permeabilidade vascular e atraem os leucécitos para o sitio
da lesdo. A histamina e a bradicinina aumentam a permeabilidade capilar e ativam os receptores
nocigénicos (SHUMACHER; KLIPPEL; KOOPMAN, 2001; OLIVEIRA et al., 2007).

Existem pelo menos duas isoformas de COX, que apresentam diferencas na sua regulagao
e expressdo. A atividade de ambas séo inibidas por todos os AINEs em graus variaveis. A COX-1
e COX-2 possuem 60% de homologia na sua sequéncia de aminodacidos, expressa em muitos
tecidos. As COX-1, ditas como constitutivas, auxiliam na manutengé@o da integridade da mucosa
gastroduodenal, homeostase vascular, agregagédo plaquetaria e modulagao do fluxo plasmatico
renal (SHUMACHER; KLIPPEL; KOOPMAN, 2001).

A COX-2 é uma enzima indutivel, e sua expressdao é aumentada em processos
inflamatdrios. Ela € expressa constitutivamente no cérebro, rins, ossos e, provavelmente, no
sistema reprodutor feminino. Sua atividade é importante na modulagdo do fluxo sanguineo
glomerular e balango hidroeletrolitico. Sua expressédo € inibida pelos glicocorticbides, o que
explicaria os efeitos antiinflamatérios dessas substéncias esteroidais (SHUMACHER; KLIPPEL;
KOOPMAN, 2001).

O mecanismo de agdo da Nimesulida baseia-se na inibicdo da COX-2, decorrente da
interagdo do grupamento sulfonamida da molécula do farmaco. O farmaco reduz a incidéncia de
efeitos indesejaveis associados a inibicdo da COX-1 fisiolégica, bem como as irritagcdes
gastrointestinais (LAGES et al., 1998; RAO et al., 2005).

As isoformas de COX desempenham fungées diferentes na saide e na doenga. A COX-1 é
expressa constitutivamente em varios tecidos, como, por exemplo, o trato gastrintestinal, onde
origina PGs que preservam a integridade da mucosa gastrica e limitam a acdo da secre¢éo &cida;
nos rins, onde diminuem a resisténcia vascular renal, promovendo a perfusdo, e nas plaquetas,
onde elas mantém a homeostase da membrana. J4 a COX-2 é principalmente uma enzima
induzida, que produz rapidamente grandes quantidades de prostandides envolvidos nos
mecanismos da dor e da resposta inflamatéria. Por exemplo, a PGE, é quimiotatica para neutréfilos
e a PGl, regula a permeabilidade vascular, facilitando o extravasamento de leucécitos. A COX-2
também influi em varias fungdes fisioldégicas, como a fungdo da macula densa renal, na
cicatrizagdo de Ulceras gastrointestinais, na reproducdo feminina, no turnover 06sseo, no
metabolismo da cartilagem e em processos patolégicos, como a polipose intestinal, o céncer
colorretal e a doenca de Alzheimer (MOREIRA; CARVALHO, 2001).

Hoje, é abundante a disponibilidade de AINEs e coxibes. Por essa razao, desenvolver uma
andlise que tem uma aplicacdo genérica para determinacdo quantitativa de um namero de AINEs e

coxibes tem significativa utilidade. Acredita-se que simultaneas determinagdes de AINEs e coxibes



oferecem as seguintes vantagens: facil e conveniente monitoramento da rotina clinica;
aplicabilidade para investigacado da rotina farmacocinética, incluindo estudos de interagbes entre
drogas; simultdnea andlise de dosagem de formas farmacéuticas. Muitos métodos para
determinagdes simultdneas de AINEs em plasma humano tém sido publicados, como
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com UV, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector eletroquimico, ou eletroforese capilar (KUMAR et al., 2006). Devido a grande quantidade
de prescricoes desses agentes AINEs, essas drogas inibem a atividade de COX-1 e COX-2, e que
conduzem a efeitos colaterais indesejaveis como Ulcera no trato gastrintestinal. Por estas razdes
uma grande parte de interesse tem sido dedicada para o desenvolvimento de seletivos inibidores
de COX-2. Moléculas como celecoxibe, rofecoxibe e valdecoxibe tém exibido aumento seletivo por
COX-2 e poucas reacdes adversas com reducao da toxicidade gastrointestinal. Isso tem induzido a
varias pesquisas no mundo, bem como o0s autores estdo empreendendo novos estudos
cromatograficos para inibidores de COX-2 (RAO et al., 2005).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é a mais usada de todas as técnicas analiticas
de separacao e quantificacdo. As razdes para a popularidade do método € a sua sensibilidade, a
facil adaptagédo para determinagdes quantitativas, sua adequacao a separagdo de espécies nao
volateis ou termicamente frageis e, acima de tudo, sua aplicabilidade a substancias de grande
interesse para a industria e para muitos campos da ciéncia (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Em uma revisdo recente, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi a técnica analitica
mais empregada na determinagéo de inibidores da COX — 2 em diferentes matrizes, seguida pela
espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel. De acordo com o mesmo trabalho, pbde-se
perceber que as metodologias apresentam uma grande variagdo nas condi¢gdes cromatograficas
empregadas, principalmente no que se refere a detecgdo, composicdo e pH da fase mével e tipo
de coluna utilizada (RAO et al., 2005).

Poucos métodos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia usando detecgédo no UV tém
sido reportados para a determinagdo de Nimesulida em plasma humano (ASTIGARRAGA et al.,
2001).

Alguns métodos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia tém sido relatados para
a determinagdo de Nimesulida em fluidos bioldgicos. Todos os métodos publicados empregam
extracdo liquido-liquido, separagcdo em colunas de fase reversa usando fase movel acida e
deteccdo entre 230-290 nm (PTACEK; MACEK; KLIMA, 2001).

Sora et al. (2007) apresentaram um método de CLAE seletivo, sensivel e exato para
andlise de Nimesulida e seu maior metabolito 4-hydroxy-nimesulida em amostras no plasma
humano. A preparacédo da amostra foi por extracédo liquido-liquido usando acetonitrila. A técnica de
separacao foi de cromatografia liquida em fase reversa com detecgéo no UV, usando comprimento
de onda em 300 nm. A separagado foi realizada em coluna RP18e (Chromolith Performance),
usando fase moavel constituida por Trietilamina 0,2% em agua pH 3,0 (corrigido com &acido

fosférico) e metanol (1:1, v/v). Foi usado pequeno volume de plasma para preparacdo da amostra



(200 pL), e o padrao interno usado foi Nitrazepam. O limite de quantificagdo da Nimesulida usado
foi 64 ng/mL. O volume de injecado foi de 750 puL e o total da corrida analitica foi de 7 minutos. O
método validado foi aplicado durante estudo de biodisponibilidade para uma formulacao contendo
Nimesulida, avaliado do comércio na Roménia.

Rao et al., (2005) desenvolveram um método de CLAE em fase reversa, isocratico, para
separacao e determinacao de inibidores da COX-2, celecoxibe, rofecoxibe, valdecoxibe, nimesulida
e nabumetona, usando 4-cloro-2-nitroanilina como padréo interno. Foi realizada boa separacéo
cromatografica usando fase reversa com coluna Inertsi C4g, fase movel constituida de metanol e
solugéo aquosa de acido acético 0,05% (68:32 v/v) usando fotodiodo com detec¢do em 230 nm. O
método é apropriado ndo somente para avaliar ativos em formas farmacéuticas como avaliagbes
em plasma humano.

Alguns autores verificaram a existéncia de métodos publicados para determinagéo de
Nimesulida em plasma usando fase reversa, em fase mével acida (pH 3 — 5,5) e deteccéo
espectrofotométrica entre 230-290 nm. Por isso propbés um método para ser aplicado na
determinacéo de Nimesulida em amostras de plasma para estudos de bioequivaléncia. O método
foi publicado para determinacdo de Nimesulida em plasma em fase reversa usando fase moével
constituida de acetonitrila:zmetanolitampao fosfato pH 7,3 (30:5:65, v/v/v) e deteccao
espectrofotométrica a 404 nm. O limite de quantificacdo foi de 80 ng/mL com curva de calibracdo
até 10.000,0 ng/mL. O método mostrou ser apropriado para estudos farmacocinéticos com
adequada sensibilidade e rapidez (PTACEK; MACEK; KLIMA, 2001).

Outros autores descreveram um método para quantificacdo da Nimesulida em plasma
humano por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/ Tandem espectrometria de massa para
aplicacdo de estudos de bioequivaléncia. A extragdo foi liquido-liquido usando éter etilico e
diclorometano, e celecoxibe foi usado como padrdo interno. A corrida cromatogréfica foi de 4,5
minutos e a curva de calibracdo foi linear com concentra¢des entre 10,0 — 2.000,0 ng/mL
(ASTIGARRAGA et al., 2001).

Khaksa e Udupa (1999) desenvolveram um método rapido e sensivel para determinacéo
da Nimesulida em plasma humano por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O sistema
cromatografico usado foi fase reversa em coluna C;g com detecgao no UV/Vis em 230 nm; fase
movel constituida por tampao fosfato (pH 5,5) : metanol : acetonitrila (50:20:30; v/v/v) com fluxo de
1,4/min. A Nimesulida foi extraida por meio da separacdo com diclorometano. A média total de
recuperacao de 98% para ambos inter e intra-amostras, reprodutibilidade com coeficiente de
variagao entre 0,3 a 1%. A curva de calibracao foi linear nas concentracées limite de 0,05-5 pg/mL,
e o menor limite de detecgdo foi de 30 ng/mL. O tempo de retencdo da Nimesulida foi de
aproximadamente 12 minutos. Esse método demonstrou ser rapido e sensivel e permitiu a
determinagédo dos limites de concentragbes plasmaticas que sdo observados depois da
administragao de doses de relevancia clinica de Nimesulida (KHAKSA; UDUPA, 1999).



Estudos para determinacdo de Nimesulida por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em
matrizes biolégicas sdo desenvolvidos geralmente com corridas mais longas para assegurar a
eficiéncia de separagéo e sdo validados para faixas de trabalho limitadas (FERRRARIO; BIANCHI,
2003; MALTESE; MAUGERI; BUCOLO, 2004). Em um estudo para determinac¢édo de Nimesulida e
seus principais metabolitos em urina, usou-se método de eluigao por gradiente e as corridas foram
realizadas em 50 minutos (CARINI et al., 1998). Outros estudos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia desenvolveram metodologias para determinagdo do farmaco em presenca de produtos
de degradacdo ou misturas com outros farmacos (RUELA; ARAUJO; PEREIRA, 2009). Tais
métodos apresentaram faixas de trabalho mais amplas, porém a necessidade de obter uma
separacao adequada para quantificar outros compostos exigiu corridas mais longas para deteccao
da Nimesulida.

Uma préxima etapa, que pode ser eventualmente necesséria, diz respeito a preparacao da
amostra. As diversas técnicas preparativas tém a finalidade de recuperar o analito da matriz,
livrando-o de composto que interfira na andlise, concentrando-o a uma escala possivel de ser
analisada e tornando a matriz compativel com o sistema analitico. Como a etapa de preparacgao da
amostra é quase sempre realizada manualmente, ela se torna, na maioria dos casos, o ponto
critico da andlise, fazendo com que a precisdo e a exatiddo do método fiquem estritamente
dependentes dos procedimentos de prepara¢do adotados, o que resulta em um maior tempo e
esforgo por parte do operador (GIL et al., 2007).

Fluidos biolégicos ndo devem ser injetados diretamente nas colunas analiticas comuns de
CLAE em virtude das proteinas presentes nas matrizes bioldgicas, que causam o entupimento e
perda de eficiéncia das mesmas, por sua adsorgao acumulativa no suporte. Para evitar a rapida
deteorizacdo da coluna analitica, & necessario realizar um pré-tratamento da amostra antes de sua
injecdo no sistema cromatogréfico; este pré-tratamento visa obter os analitos livres da presenca de
proteinas e da interferéncia dos compostos endégenos presentes na matriz biologica (HAGESTAM,;
PINKERTON, 1995; STEVENSON, 1995).

O pré-tratamento adequado a ser feito depende da matriz com a qual se esta trabalhando,
bem como a que se aplica o método. Um dos procedimentos usuais de preparagdo das amostras
biologicas € a limpeza da matriz biolégica mediante precipitacio dos interferentes com um solvente
apropriado, que envolve as seguintes etapas: precipitacdo e centrifugacdo das proteinas; extracao
dos analitos a partir do sobrenadante, utilizando solventes organicos; evaporacao do solvente de
extragdo; reconstituicdo dos analitos na fase moével e, finalmente, injecdo no sistema
cromatografico (STEVENSON, 1995; SNYDER; KIRKLAND, 1997).

Na rotina, as técnicas mais utilizadas para extracao e/ou pré-concentracdo de compostos
presentes no fluido bioldgico sdo: extragao liquido-liquido e extracdo em fase sélida.

Em uma extracao liquido-liquido ocorre a particdo da amostra entre duas fases imisciveis
(organica e aquosa). O resultado positivo e eficiente da extragdo depende da afinidade do soluto

pelo solvente de extragcdo, da razao das fases e do numero de extragdo. Para alguns sistemas, o



valor da constante de distribuicdo entre as fases pode ser aumentado por meio do ajuste do pH,
para prevenir a ionizacdo de &cidos ou bases; pela da formagédo de par ibnico com solutos
ionizaveis; pela formacdo de complexos lipofilicos com ions metalicos ou pela adicdo de sais
neutros, para diminuir a solubilidade de compostos organicos na fase moével (SNYDER,;
KIRKLAND, 1997).

Esse tipo de extracdo é vantajoso por ser simples e pela variedade de solventes, puros e
disponiveis comercialmente, os quais fornecem uma ampla faixa de solubilidade e seletividade.
Além disso, ocorre a desnaturacdo das proteinas presentes na amostra, eliminando assim a
contaminagéao da coluna cromatografica (SNYDER; KIRKLAND, 1997).

A extracdo liquido-liquido possui algumas desvantagens, por exemplo, as amostras que
possuem grande afinidade pela agua, que sdo parcialmente extraidas pelo solvente orgénico,
resultando em perda do analito. Esta técnica é necessaria a utilizagdao de solventes ultrapuros,
uma vez que impurezas do solvente sdo concentradas junto com a amostra. O grande volume de
solvente utilizado acaba gerando problemas de descartes, além de ser um processo suscetivel a
erros e de dificil automacdo. Apesar dessas desvantagens, a extragdo liquido-liquido é
considerada uma técnica classica de pré-tratamento de amostra (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM,
2001).

Para a extracao ou pré-concentracao de analitos presentes em matrizes complexas usa-se
extragdo em fase sélida. Nesta emprega-se sorventes recheados em cartuchos, nas formas de
seringa, e os mecanismos de retencao sao idénticos aqueles envolvidos em Cromatografia Liquida
em coluna (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

De modo geral, a preparacdo de amostras deve ser um procedimento rapido, que tenha
poucas etapas, capaz de produzir recuperagdes quantitativas e reprodutivas do analito e, de
preferéncia, apresentar a possibilidade de automacéao (GIL et al., 2007).

Procedimento importante nos processos de extragdo de farmacos de matrizes bioldgicas
consiste na adigdo de concentragdo conhecida de padrédo interno (Pl). Determinam-se a relagédo
entre as areas fornecidas pela amostra e PI, eliminando, desse modo, erros decorrentes da
extragdo. O Pl deve possuir propriedades quimicas similares ao composto sob andlise, estar
presente em concentragbes similares, apresentar tempo de retencdo semelhante e ndo interferir na
andlise (CAUSON, 1997).

A adogédo da Politica Nacional de Medicamentos Genérico pelo Governo Federal (Lei n®
9.787, de 10 de fevereiro de 1999) envolve a producdo de medicamentos de melhor qualidade,
mais seguros e eficazes, comprovados mediante realizagao de testes de equivaléncia farmacéutica
e bioequivaléncia contribuindo para aumento do acesso aos medicamentos e fortalecendo a
industria nacional através do desenvolvimento tecnoldgico. Para isso, sdo necessérios o
desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas capazes de quantificar o farmaco em
fluidos biolégicos (ANVISA, 1999).



A validag@o de métodos analiticos e bioanaliticos € um processo dindmico e constante que
inicia nas fases de selecdo, desenvolvimento e otimizagdo das metodologias, qualificacdo dos
instrumentos, materiais e pessoal. Um processo de validagdo bem-definido e documentado fornece
evidéncias objetivas de que o sistema e o método atendem as exigéncias das aplicacdes
analiticas, sendo adequado para o uso pretendido. Os parametros fundamentais avaliados na
validacdo de um método analitico sédo: especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez,
limite de deteccao e limite de quantificacdo. No caso de métodos bioanaliticos, devem-se incluir
também parametros de efeito de matriz, recuperagao e estabilidade do farmaco na matriz biologica
(ICH, 1996; CAUSON, 1997; SHAH et al. 2000; FDA, 2001; ANVISA, 2003).



lll. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método analitico para
quantificacdo de Nimesulida no plasma humano com perspectiva de aplicacdo em estudos de

bioequivaléncia.

IV. MATERIAIS e METODOS

4.1 Materiais

As andlises cromatograficas foram realizadas em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
da marca Shimadzu, composto de bomba analitica LC — 10AD, Auto-Injetor SIL — 10AD VP,
detector (UV-Vis) SPD — 10A VP e sistema controlador SCL — 10A VP. Para registrar os
resultados utilizou-se um software Class VP 6.14 SP1.

Para o desenvolvimento e aplicacdo da metodologia analitica foi usada a coluna analitica
Phenomenex®, P/N® 00F-4252-E0, Luna-CN (5 um ,150 x 4,60 mm).

Os padroes utilizados de Nimesulida e Tolazamida (padrao interno) foram padrdes
primarios com certificados rastredveis. A Nimesulida foi adquirida da Fundagdo Oswaldo Cruz
com validade vigente, lote n® 1049, e a Tolazamida adquirido U. S. Pharmacopeia com validade
vigente, lote G-2.

As medidas de pH foram feitas utilizando peagametro Orion (USA), modelo 420A, com
precisédo de £ 0,01 pH.

As pesagens dos reagentes foram feitas em uma balanca analitica Precisa 40 SM — 200 A,
original da Alemanha, com precisao de 0,00001 g.

As pipetas de volume variavel utilizadas no preparo das amostras foram da fabricante
Gilson (Franga), e as ponteiras de pipetas descartaveis Axygen (USA). As cetrifugagbes das
amostras foram feitas em uma centrifuga Eppendorf (Germany), modelo 5415 R e a
homogeneizagdo das amostras foi realizada em mesa agitadora Fine PCR (Coréia) e misturador
Phoenix (USA).

Todos os reagentes utilizados nas andlises cromatograficas foram de graus HPLC e
adquiridos da J. T. Baker. Todos foram filtrados a vacuo em um sistema Millipore, utilizando-se
membranas de 0,45 um, e posteriormente degaseificados antes de serem utilizados. Os eluentes
usados foram sempre medidos na relagdo volume/volume. Os solventes utilizados no preparo das

amostras também foram adquiridos da J. T. Baker.



A &gua utilizada no preparo da solugdo tampao para composi¢éo da fase movel foi obtida
de um sistema Milli-Q (Millipore).

O material biolégico usado foi plasma humano coletado de diferentes individuos, e as
condicdes do plasma utilizado no preparo da matriz para constru¢do das curvas de calibragao e
controles de qualidade foram plasma humano normal. Na especificidade foi avaliado plasma

lipémico e hemolisado para verificagdo da aplicacdo do método para esse tipo de amostra.

4.2 Métodos

4.2.1 Generalidades

As condi¢des experimentais estabelecidas para analise da Nimesulida por meio do método

de Cromatografia Liquida encontram-se na Tabelail.

Tabela 1: Parametros do método otimizado por Cromatografia Liquida

Caracteristicas Descricao

Coluna Luna-CN (5 pm, 150 x 4,60 mm). Phenomenex

Tampao Fosfato de Sédio: Metanol:Acetonitrila

Fase mével (4:2,5:3,5 v/viv)
3,0 mL/min
Vazao
258 nm

Comprimento de onda

20 uL

Volume de injecao

4.2.1.1 Preparo da fase mével



Para um litro da solugao tampao pesou-se exatamente 7,0980 g do sal (fosfato dibasico de
s6dio) que foi diluido com &gua Milli-Q até 950 mL. Depois se ajustou o pH com &cido fosfdrico
(H3sPOy), até obter um pH 5,5. Transferiu-se tudo para um baldo volumétrico de 1.000 mL e
completou-se o volume com agua.

Em uma proveta de 500 mL, mediu-se 400 mL de tampao. Mediu-se 250 mL de metanol e
350 mL de acetonitrila utilizando-se provetas de 250 e 500 mL, respectivamente. Transferiram-se
todos os volumes para um frasco de vidro de 1000 mL, homogeneizando-se, filtrando-se e

degaseificando-se.

4.2.1.2 Solucoes padrao

4.2.1.2.1 Nimesulida

Uma massa correspondente a 0,00501 g de Nimesulida (teor: 100,3%), previamente seca
em estufa a 1052 C por 2 horas, foi cuidadosamente pesada, colocada em um baldo volumétrico
(5,0 mL) e preparada com metanol para obtencao de uma solugé@o de concentragéo 1.005,0 pg/mL
de Nimesulida.

A partir da solucdo estoque foram feitas diluigbes de 15 pg/mL e 100 pg/mL para serem
utilizadas nos testes de pré-estudo e validagdo. Foi também avaliado a estabilidade da solugédo de
Nimesulida na concentracdo de 15 pg/mL em condigbes de temperatura e luz no local de

desenvolvimento do método analitico.

4.2.1.2.2 Tolazamida (padrao interno)

Uma massa correspondente a 0,00507 g de Tolazamida, previamente seca em estufa a
602 C por 3 horas, foi cuidadosamente pesada e preparada com metanol em um baldo volumétrico
(5,0 mL), para obtencdo de uma solu¢do de concentracdo 1.014,0 ug/mL de Tolazamida. A partir
desta solucao preparou-se Tolazamida na concentracdo de 100,0 pg/mL em metanol. A solugéo de
trabalho da Tolazamida usada foi de concentracdo de 100,0 pg/mL, e foi preparada a partir da
solugéo de concentracdo 1.014,0 pg/mL (solugédo estoque), usando um volume pipetado de 0,9862

mL para obter 10 mL de volume final.

4.3. Desenvolvimento do método de analise da Nimesulida



Uma massa de 0,005 g (5000 pg) do padrdao de Nimesulida foi precisamente pesada,
dissolvida em metanol e transferida para um baldo volumétrico de 5,0 mL, dessa forma obtendo-se
uma solugao estoque. A solugédo estoque preparada apresentou uma concentracdo de 1.000,0
pg/mL. Com base na qual foi preparada outra solugdo padrao na concentragdo de 100,0 pg/mL,
que foi usada no preparo das solugdes padrdo de calibracdo e solugdes padrdes de controle de
qualidade (CQB, CQM e CQA) nas seguintes concentragoes:

Solugdes padrdes de calibragao: 200,0; 500,0; 1.000,0; 3.000,0; 5.000,0; 7.000,0; 10.000,0 e
15.000,0 ng/mL.

Solugdes padrédo de controle de qualidade: 600,0; 6.000,0 e 13.000,0 ng/L.

Os valores de concentragdo dos controles de qualidade do método foram calculados
seguindo as normas estabelecidas por Guia de Validagdo publicado pela Agéncia Reguladora
Oficial (ANVISA, 2003):

a) O controle de qualidade de baixa concentragao (CQB) deve ser menor ou igual a

trés vezes o valor do limite de quantificagédo (LQ).

b) O controle de qualidade de média concentracao (CQM) deve ser aproximadamente
a média entre CQB e CQA.
c) O controle de qualidade de alta concentragdo (CQA) deve ser em torno de 75-90%

da maior concentracdo da curva de calibragao.

4.4 Preparo das amostras de calibragao e controle de qualidade

As amostras foram preparadas através da extracdo liquido-liquido do analito (Nimesulida) e
do padrao interno (Tolazamida) das amostras biolégicas. Foram adicionados 50 pL das solug¢des
padrédo (diluidos em metanol) em tubos eppendorff, 400 pL de plasma humano e, ap6s agitacdo de
um minuto em mesa agitadora, 1.000 uL de diclorometano, e agitando-se novamente por cinco
minutos. Apds agitagao centrifugou-se a 14.000 rpm, durante cinco minutos, a temperatura de 4° C,
retirando e transferindo-se 700 uL do sobrenadante para tubos de eppendorff . Evaporou-se o
solvente sob fluxo de nitrogénio e ressuspendeu-se o residuo em 200 uL de acetonitrila, agitando
por dois minutos em mesa agitadora. O volume, apos agitacao, foi transferido para inserts de vidro
descartaveis, e um volume de 20 pL foi injetado no sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia.

4.5 Obtencao da curva de calibracao



A curva de calibracdo representa a relagdo entre a resposta do instrumento e a
concentracao conhecida do analito (ANVISA, 2003). Para isso foi gerada uma curva de calibragédo
do farmaco (Nimesulida), a qual foi usada para calcular sua concentragcdo nas amostras, utilizando-
se a mesma matriz bioldgica proposta para o estudo.

A curva de calibragdo incluiu a analise de amostra branco (matriz biolégica isenta de
padrdo do farmaco e do padréao interno), da amostra zero (matriz bioldgica mais o padrao interno) e
de, no minimo, 6 (seis) amostras contendo padréo do farmaco e padrdo interno, contemplando o
limite de variagédo esperado, do limite de quantificacdo até 120% da concentragdo mais alta que se
pretente analisar (ANVISA, 2003).

A curva de calibragdo usada para quantificacdo do fdrmaco nas amostras foi construida a
partir de 8 concentragdes conhecidas do analito (Nimesulida).

A partir da solugéo padrdo de calibragdo de Nimesulida, foram preparadas amostras de
calibragdo, em ftriplicatas, nas seguintes concentragbes: 200,0; 500,0; 1.000,0; 3.000,0; 5.000,0;
7.000,0; 10.000,0 e 15.000,0 ng/mL.

Os resultados foram analisados por métodos estatisticos apropriados como, por exemplo, 0
calculo de regresséo linear, pelo método dos minimos quadrados. Devem-se apresentar as curvas
obtidas (experimental e a resultante do tratamento matematico), o coeficiente de correlacao linear,
o coeficiente angular e o intercepto da reta.

Os critérios para aceitacao da curva de calibracdo seguem normas estabelecidas por guias
publicados por agéncias reguladoras oficiais. De acordo com as normas atualmente em vigor,
aceita-se desvio menor ou igual a 20% em relagdo a concentragdo nominal para o LQ; desvio
menor ou igual a 15% em relagdo a concentragdo nominal para as outras concentragdes na curva
de calibragédo; no minimo quatro de seis concentragdes da curva de calibragdo devem cumprir com
0s critérios anteriores, incluindo o LQ e a maior concentracdo da curva de calibracdo, e o

coeficiente de correlagéo linear deve ser igual ou superior a 0,98 (ANVISA, 2003).

4.6 Validacao do método

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ICH, 1996;
ANVISA, 2003). Para validacdo do método os seguintes pardmetros foram avaliados conforme a
Tabela 2.



Tabela 2: Parametros utilizados na validagao

Parametro Definicao
Especificidade Verificagao de interferentes no tempo de retengéo do analito.
Linearidade Faixa linear da concentragcdo plasmatica onde os resultados do detector

séo diretamente proporcionais a concentra¢do do farmaco.

Limite de quantificagéo

Menor concentracdo do farmaco que pode ser quantificada com precisao

e exatidao.

Recuperacao Eficiéncia do processo de extragao.
Representa o grau de repetibilidade entre os resultados de analises

Precisao individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa
mesma amostra homogénea, em idénticas condigbes de uso.

Exatidao Avalia a variagdo entre o valor nominal do analito e o valor obtido pelo
método.

Robustez Medida da capacidade de um método em resistir a pequenas e

deliberadas variagcoes dos parametros analiticos.

A precisdo e exatidao foram avaliadas através de lote, sendo este considerado conjunto

completo de amostras em estudo, com um ndmero apropriado de padrées e controles de qualidade

para sua validagdo e que tem sua analise completa nas mesmas condigoes (ANVISA, 2003).

Para avaliagdo da preciséao e exatiddo do método, foram determinadas em um mesmo lote

(intralote) e em lotes diferentes (interlotes), analisando trés lotes e cinco vezes cada amostra. A

precisdo e exatidao intralote foram determinadas utilizando um lote contendo uma curva de



calibracdo com os padrdes LQ (200,0 ng/mL), CQB (600,0 ng/mL), CQM (6.000,0 ng/mL) e CQA
(13.000,0 ng/mL), e cinco amostras de cada controle de qualidade.

A precisdo para os controles ndo deveria exceder 15% para o LQ admitiram-se valores
menores ou iguais a 20%. A exatiddo para as amostras dos controles de qualidade admitiu desvios
nao superiores a 15% do valor nominal; para o LQ, desvios maiores ou iguais a 20%.

A validacao interlotes considerou precisdo para os controles de qualidade obtidos néo
excedendo 15% para o LQ e admitiram-se valores menores ou iguais a 20%. O valor da exatidao
para os controles aceitou desvios de + 15% do valor nominal para o LQ, desvios menores ou iguais
a 20%.

4.7 Estudo da estabilidade do farmaco no fluido bioldgico

Para a realizagéo do estudo de estabilidade foram observados os parametros de exatidao,
precisdo, linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, especificidade, limite de variacao

e robustez, previamente validados.

4.7.1 Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Para avaliar a estabilidade da Nimesulida durante trés ciclos de congelamento e degelo,
foram analisadas cinco amostras de cada controle de qualidade (CQB, CQM e CQA). As amostras
forma congeladas a -20 °C e mantidas nesta temperatura por 24 horas. Apds este tempo, foram
submetidas ao degelo natural, a temperatura ambiente, extraidas e analisadas. O mesmo

procedimento foi repetido até completar o terceiro ciclo de congelamento e degelo.

4.7.2 Estabilidade de curta duracao
Para avaliar a estabilidade de curta duracdo, mantiveram-se as amostras dentro do

autoinjetor, a temperatura ambiente, e cada amostra de controle de qualidade foi analisada em

triplicata nos tempos de 0 a 24 horas.

4.7.3 Estabilidade das amostras de plasma nao processada



Para avaliar as amostras de plasma nao processadas, foram mantidas durante seis horas a
temperatura ambiente. Apds este tempo foram extraidas e analisadas e comparadas com amostras

recém-preparadas.

4.7.4 Estabilidade das soluc6es padrao

As analises foram realizadas com solugbes padrdo de Nimesulida 15,0 pg/mL e da
Tolazamida 100,0 pg/mL. As solugdes foram analisadas apds serem mantidas durante seis horas a
temperatura ambiente e depois de mantidas durante sete dias sob refrigeracdo. Os resultados
foram comparados com as variagbes das médias para cada controle de qualidade das amostras

recém-preparadas e mantidas sob refrigeragéo durante sete dias.

4.7.4.1Estabilidade da solucao de Nimesulida em condicGes de temperatura e luz

A estabilidade da solugédo de Nimesulida foi avaliada em condi¢des de temperatura e luz no
local de desenvolvimento do método analitico.

A estabilidade da solugéo foi analisada mediante o preparo da solugdo de Nimesulida
(SQR) na concentragdo de 15 pg/mL, utilizando como solvente o metanol e acondicionada em 2
frascos, sendo 1 frasco cor ambar (abrigo da luz) e outro transparente (exposicdo a luz), a
temperatura ambiente (~20°C). A estabilidade das solugbes em frascos ambar e transparente
foram determinadas por meio da quantificacdo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
deteccéo por espectrofotometria no UV/VIS em 258 nm, usando coluna Phenomenex, Luna — CN

(5,0 pm, 150 x 4,5 mm) mantida a temperatura ambiente (~20°C).

4.7.5 Estabilidade de longa duracéao

Para avaliar a estabilidade do farmaco em plasma, em condi¢des de longa duragéo, foram

analisadas trés diferentes concentragdes (CQB, CQM e CQA) em quintuplicata no tempo inicial e

apés 63 dias estocadas a -20 °C.

4.8 Extracdo das amostras

Para determinar a escolha do melhor método de extracado foram avaliados os métodos de

extragao da amostra utilizando a técnica de precipitagao e extracao liquido-liquido.



4.8.1 Extracao por precipitacao

O método de extragdo por precipitagao foi avaliado usando o solvente acetonitrila.
Amostras de plasma (200 pL) contendo Nimesulida foram extraidas pela adicdo de 50 pyL da
solucdo do padrao interno Tolazamida (100 pg/mL em metanol) e 600 pL do solvente acetonitrila
gelado, agitados por 2 minutos, em mesa agitadora. Apds agitacao, centrifugou-se a 14.000 rpm,
drurante 15 minutos, a temperatura de 4°C, transferiram-se 200 uL sobrenadantes para inserts e

injetaram-se aliquotas de 20 pL no sistema cromatografico.

4.8.2 Extracao liquido-liquido

O método de extragao liquido-liquido foi avaliado utilizando os solventes acetato de etila e
diclorometano.

O método de extracdo liquido-liquido, usando diclorometano como solvente extrator foi
avaliado com amostras de plasma contendo Nimesulida extraidas pela adicao de 50 uL da solucao
do padréo interno Tolazamida (100 pg/mL em metanol), agitando-se por 1 min em mesa agitadora.
Apds agitacdo, adicionaram-se 1.000 pL de diclorometano, agitando-se novamente por 5 min,
centrifugando-se a 14.000 rpm, durante 5 min, a temperatura de 4°C. Transferiram-se 700 pL do
sobrenadante para tubos eppendorff, evaporou-se o solvente sob fluxo de nitrogénio e
ressuspendeu-se o residuo em 200 pL de acetonitrila. Foi agitado o volume transferido para inserts
e injetaram-se aliquotas de 20 uL no sistema cromatografico.

Para a extracao liquido-liquido, usando acetato de etila como solvente extrator, foi avaliado
com amostras de plasma contendo Nimesulida extraidas pela adigao de 50 pL da solugdo do
padrdo interno Tolazamida (100 pg/mL em metanol), agitando-se por 1 min em mesa agitadora.
Apds agitacdo adicionaram-se 1.000 uL de acetato de etila, agitou-se novamente por 5 min,
centrifugando-se a 14.000 rpm, durante 5 min, a temperatura de 4°C. Transferiram-se 700 pL do
sobrenadante para tubos eppendorff, evaporando-se o solvente sob fluxo de nitrogénio e
ressuspendendo-se o residuo em 200 pL de acetonitrila. Agitou-se e transferiu-se o volume para

inserts e injetaram-se aliquotas de 20 pL no sistema cromatografico.

4.9 Analise estatistica

Os calculos foram baseados em fungéo da curva de calibragdo construida para o farmaco

analisado, no sistema de dados do Class VP 6.14, utilizando os padrbes de calibragao. As fungdes

de calibracdo foram calculadas através da razdo entre as areas dos picos da Nimesulida e do



padrdo interno Tolazamida. As concentragbes do analito nas amostras foram calculadas a partir da
equagao de regressao linear, obtida com a curva de calibragdo (concentragdo de Nimesulida em

funcdo das razdes das areas).

V. RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise da substancia ativa € importante para assegurar a qualidade e eficacia do
produto terapéutico. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € a mais usada de todas as
técnicas analiticas de separacao e quantificagdo. As razbes para grande utilizacdo do método é a
sua sensibilidade, a facil adaptacédo para determinagdes quantitativas, sua adequagao a separacao
de espécies ndo-volateis ou termicamente frageis e, acima de tudo, sua ampla aplicabilidade a
substancias de grande interesse para industria, para muitos campos da ciéncia e para o publico
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A separacdo de uma mistura por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia se da por uma
ou mais interagdes entre o soluto, a fase estacionaria e a fase movel, as quais podem ser pontes
de hidrogénio, interac¢des eletrostaticas, hidrofébicas ou for¢cas de Van Der Waals, entre outras. Os
modos de separagdo podem ser classificados de acordo com a natureza destas interagées. Sao
eles: cromatografia em fase normal, pareamento de ions ou troca ibnica, exclusdo e em fase
reversa, a qual foi utilizada neste trabalho (CASS; DEGANI, 2001).

Poucos métodos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia usando detecgédo no UV tém
sido encontrados para a determinacdo de Nimesulida em plasma humano (ASTIGARRAGA et al.,
2001). Por essa razao, selecionou-se e desenvolveu-se uma metodologia analitica para
determinagé@o de Nimesulida em plasma humano por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, com
deteccdo por espectrofotometria no UV/Visivel, utilizando Tolazamida como padrédo interno. Na
sele¢édo do comprimento de onda de detecgdo, obteve-se pico maximo de absor¢dao em 258 nm.

Alguns métodos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia tém sido relatados para a
determinagdo de Nimesulida em fluidos biologicos. Todos os métodos publicados empregam
extracdo liquido-liquido e separagdo em colunas de fase reversa usando fase mével &cida e
deteccdo entre 230 e 290 nm (PTACEK; MACEK; KLIMA, 2001).

5.1 Avaliag¢ao da fase movel

Para a escolha da melhor fase mével, avaliaram-se diferentes propor¢cdes de modificador
organico mantendo-se sempre 0 mesmo pH.

Avaliando-se os resultados apresentados na Tabela 3 para a investigacdo da proporcao da
fase movel na otimizacdo de separacdo da Nimesulida e Tolazamida (Pl) na coluna analitica,

manteve-se o pH do tampao fosfato em 5,5 e variaram-se as propor¢des entre os modificadores



organicos  (acetonitrila e metanol) e do tampao fosfato. A fase mével que apresentou a melhor
resposta cromatografica foi a constituida por Tampao Fosfato:Metanol: Acetonitrila nas propor¢des
de 4,0:2,5:3,5 eluida em coluna Luna-CN; proporcionaram tempo de retencao reprodutivel, com

picos de boa resolugéo, sensibilidade, seletividade e simetria, conforme a Figura 2.

Tabela 3: Avaliacdo da composicao da fase mével

Fase movel Parametros cromatograficos
Tampao Fosfato: pH Fluxo K, K, a R,
MeOH:ACN (mL min™)
4,0:2,5:3,5 5,5 3,0 1,27 2,34 1,84 2,90
7,0:1,5:1,5 5,5 3,0 1,19 2,42 2,03 -
3,0:3,5:3,5 5,5 3,0 0,30 0,62 2,06 1,18
3,5:3,5:3,0 55 3,0 0,57 1,57 2,66 2,60

D tetor o (258nm )
—— HNimaullda 1§ ugiml + Tolazamida 1dugmi
B0-07-0% Mimanulida FME 03-Reps

Refenfion Time
Area
Mame
Area Fergenf

0,0100

0,0075
L

0,0050
L

0,0025
L

0419 22910 1232

Wolts

-0,0025  0,0000

-0,0050
2,241 79011 MNimesulida 4473

-0,0075

4 1491 75435 Tolazamidg 42,45

T T T T T T
] 2.5 2.0 35 4.0 4.5 50
hiinutes

=1
=]
=
=
=]
n

Figura 2: Avaliacdo da fase mével: cromatograma da Nimesulida 15 pg/mL e Tolazamida (Pl) 100
Hg/mL. Condices cromatogaficas: coluna analitica Phenomenex®, Luna-CN (5,0 pm, 150 x 4,6
mm); fase moével Tampao fosfato 0,05M, pH 5,5:Metanol:Acetonitrila (4:2,5:3,5, v/v/v); vazao 3,0
mL/min; deteccao 258 nm.

5.2 Extracao das amostras



O desenvolvimento de métodos para a andlise de farmacos e metabdlitos em fluidos
bioldgicos tradicionalmente inclui etapas de tratamento preliminar da amostra, como, por exemplo,
precipitagdo de proteinas, extracdo liquido-liquido, extracdo em fase sélida, etc. Em muitos casos
tais procedimentos sdo os responsaveis por grande parte do tempo empregado em um método
analitico e, além disso, o grande manuseio da amostra, assim como dificuldades na
reprodutibilidade e possiveis decomposicbes das amostras podem ocasionar baixos niveis de
recuperacao dos analitos que se encontram em baixas concentragoes.

De modo geral, a preparacdo de amostras deve ser um procedimento rdpido, que tenha
poucas etapas, capaz de produzir recuperagdes quantitativas e reprodutivas do analito (GIL et al.,
2007).

Podem-se observar na literatura varias técnicas de extragdo em plasma, e o método de
extracdo liquido-liquido usado neste trabalho apresentou eficiéncia na extragdo, usando
diclorometano como solvente extrator.

O solvente acetato de etila apresentou resultado melhor em relagdo ao diclorometano, mas
teve alguns problemas relacionados com o tempo de evaporagcdo além de arrastar mais
impurezas. Por esse motivo foi selecionado o solvente diclorometano (Tabela 4).

O método de extracdo através da precipitagdo com acetonitrila ndo apresentou boa

eficiéncia na extragdo em comparacao com o método liquido-liquido.

Tabela 4: Avaliacdo do solvente extrator

Area

Extracao Solvente extrator CQB Pl caMm Pl CQA Pl

Liquido- Diclorometano 4465 49367 34793 49380 | 74913 50204
Liquido

Liquido-Liquido Acetato de etila 6727 53705 34524 36200 | 78616 34659

Precipitacao Acetonitrila 1740 19309 12156 18786 | 25929 18754

5.3 Especificidade do método



A especificidade do método foi avaliada mediante amostras branco de plasma humano,
testadas utilizando-se os procedimentos de extracdo e as condigdes cromatograficas (Figura 3)
para avaliar interferéncia no tempo de retengédo do farmaco e do padrdo interno, e os resultados
foram comparados com aqueles obtidos com uma solugdo aquosa da Nimesulida analisada em
concentracdo proxima ao limite de quantificacdo (Figura 4). Os resultados apresentados nos
cromatogramas mostram que ndo ocorreram interferéncias nos respectivos tempos de retengéo do

farmaco e padrao interno.

0f0

1  I8TD concentration
=
= = =
= % 2
g g
=] = =3
3 =
] £ E
8 ]
- S =
= 1.4 4
- poE
= Refertion Fim
Area
ISTD concentration
=
3 = =
E = g
= =
= =
=) =3 =
3 =
B ] E
3 £
= £
=5 =
= 1.4 4
Wt
- R
= Fefention Tim.
Area
ISTD concentration
=
= =
=2 = =1
= =
= =
=] = =1
E T iy
=X £ |
g =
E S =
&= =
FIG &

ANALITO E DO PADRAO INTERNO. B) PLASMA BRANCO HEMOLISADO, CROMATOGRAMA
REFERENTE AO BRANCO DO ANALITO E DO PADRAO INTERNO. C) PLASMA BRANCO
LIPEMICO, CROMATOGRAMA REFERENTE AO BRANCO DO ANALITO E DO PADRAO INTERNO.



o010

Cutotor £ 25 &
—— 5eliga0 de 1M #aLilcs LG 208 gL
E 070708 Solugio da Lk P02
21 Name
27 Retention Time
1 rea
ISTD concenfrafion
E3
53
g1
s 2
* 3
3 8
=
| [~}
i=3
= .4 =
=7 9 =
= g
(=1
3 o
=2 A
= = [
R 3 ]
= ~
3 - =3
) o
5 e -3
= g i =
=7 B [ El
= - =
2 I
00 0.2 04 0% 032 10 12 14 15 18 20 22 24 26 23 30
Mnutes
p] Ceteetor 2256 1
alugio da Tolasmids P 100 g L
E 070705 SO0 da L B 03
21 Name
27 Retenfion Time
i Area
ISTD concenfrafion
A
(B) 53
=
]
-
24 =2 =
= = %
E = =
= R g
= o =
=g = =3
= = = =
o = =3
El - < = ey
5 =
- ) = 5 =
%] —
. ) =) ha E
Iy
Figu 2 2R Z
1 ] —_ — i
& =
g T = — :
B) C g
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 0.2 0.4 06 03 10 12 14 15 13 20 22 24 26 23 30

5.4 Curva de calibracao

Para definir a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentragdo conhecida do
analito, foi gerada uma curva de calibragdo com oito padrées contendo o fa&rmaco e padrao interno.
A curva de calibragao na validacao foi feita em triplicata, utilizando-se depois uma curva média
para determinar as concentra¢des do analito nas amostras. As concentracdes dos padrdes foram
definidas em testes preliminares, incluindo a primeira quantificacdo de amostras, levando-se em
consideracdo a sensibilidade do método e a faixa prevista das concentracdes das amostras a
serem analisadas.



O LQ foi determinado mediante de concentragbes decrescentes do farmaco na matriz
biologica, até o menor nivel quantificavel com precisédo e exatiddo. O valor encontrado para o LQ
foi de 200,0 ng/mL.

Os valores obtidos para determinagdo da curva de calibragdo estdo apresentados na
Tabela 5, observando-se a linearidade adequada na faixa de 200,0 a 15.000,0 ng/mL, conforme a

Figura 5.

Tabela 5: Valores experimentais obtidos na determinagédo da linearidade do método bioanalitico

para quantificagdo da Nimesulida no plasma por CLAE

Média da

Padrao Concentracdo Concentracio Concentracdao  Precisao Exatidao
nominal experimental experimental CV (%) (%)
(ng/ml) (ng/mL) (ng/mL)
200,0 197,899

Nimesulida 200,0 195,854 195,500 1,335 97,745
200,0 192,718
500,0 505,651

Nimesulida 500,0 532,174 529,427 4,255 105,885
500,0 550,456
1.000,0 1.040,607

Nimesulida 1.000,0 971,262 999,006 3,568 100,099
1.000,0 991,115
3.000,0 2.838,888

Nimesulida 3.000,0 3.032,957 2927,681 3,350 97,589
3.000,0 2.911,200
5.000,0 5.223,809

Nimesulida 5.000,0 5.041,445 5.120,529 1,827 102,411
5.000,0 5.096,334
7.000,0 7.133,176

Nimesulida 7.000,0 7.163,968 7.079,906 1,694 101,142
7000,0 6.942,574
10.000,0 9.694,747

Nimesulida 10.000,0 9.658,014 9.660,761 0,338 96,608
10.000,0 9.629,522
15.000,0 14.685,585

Nimesulida 15.000,0 14.649,282 14.778,121 1,303 98,521

15.000,0 14.999,497




A equacgéo obtida da reta foi: y = 0,000370984x — 0,01749797, com coeficiente de correlagao linear
(r2) de 0, 9986986, indicando linearidade significativa do método.

Area Ratio

1} 2000 4000 G000 2000 10000 12000 14000 16000
Amount Ratio [ ngfmL )

Figura 5: Representagdo gréfica da curva de calibragdo da SQR da Nimesulida em plasma
humano obtida por cromatografia liquida, na faixa de 200,0 a 15.000,0 ng/mL

5.5 Precisao e exatidao do método

Foram analisadas quatro concentracdes distintas, na faixa esperada de concentragoes,
para avaliar a exatiddo e precisdo do método. A precisdo e exatidao foram determinadas em um
mesmo lote (precisdo e exatidao intralotes) e em lotes diferentes (precisdo e exatidao interlotes),
sendo lote considerado conjunto completo de amostras em estudo, com um nimero apropriado de
padrdes e controles de qualidades para sua validagdo e que tem sua analise completa nas
mesmas condigées (ANVISA, 2003).

A avaliagdo da precisdo e exatidao intralote apresentou os resultados conforme mostrado

na Tabela 6.



Tabela 6: Determinacéo da precisdo e exatidao intralote do método bioanalitico para quantificagcao

da Nimesulida no plasma por CLAE

Concentracao Concentracées Média Precisao Exatidao
nominal da determinadas (CV%) (%)
Nimesulida ng/mL

ng/mL

233,067
224,910
200,0 229,613 227,938 2,017 113,969
230,473
221,629

689,384
680,429
600,0 664,021 670,864 4,607 111,811
620,784
699,701

6.288,383
6.328,514
6.000,0 6.231,407 6.302,303 0,862 105,038
6.377,261
6.285,951

13.828,440
13.939,176
13.000,0 13.973,676 13.918,681 1,095 107,067
13.724,437
14.127,677

Avaliaram-se também a precisdo e exatidao intralote do método analitico, utilizando

plasmas lipémico e hemolisado, conforme a Tabela 7 e 8.



Tabela 7: Anédlise intralote da Nimesulida

Plasma lipémico

Concentracao nominal
de Nimesulida
ng/mL

Concentracoes
determinadas
ng/mL

Média Precisao
(%)

Exatidao
(%)

600,0

6.000,0

13.000,0

640,532
665,370
550,913
612,577
562,932

6.602,305
6.530,244
6.394,589
6.484,817
6.506,271

12.836,816
13.347,530
13.298,360
12.379,620
12.380,733

606,532 8,098

6.503,645 1,158

12.848,612 3,672

101,077

108,394

98,835

Tabela 8: Andlise intralote da Nimesulida

Plasma hemolisado

Concentracao nominal
de Nimesulida
ng/mL

Concentracoes
determinadas ng/mL

Média Precisao (%)

Exatidao
(%)

600,0

6.000,0

13.000,0

628,166
686,172
634,422
686,700
577,273

6.442,596
6.303,069
6.110,392
5.874,880
6.203,851

14.650,060
14.725,620
14.811,988
14.857,055
14.902,175

642,547 7,126

6.186,958 3,451

14.789,380 0,687

107,091

103,116

113,764




Avaliou-se a precisao e exatidao interlotes através dos Lotes 1, 2 e 3, conforme a Tabela 9.

Tabela 9: Andlise interlotes

Concentracao
nominal da
Nimesulida 600,0 6000,0 13000,0
ng/mL
689,384 6.288,383 13.828,440
Concentracoes 680,429 6.328,514 13.939,176
determinadas 664,021 6.231,407 13.973,676
ng/mL 620,784 6.377,261 13.724,437
699,701 6.285,951 14.127,677
Lote 1
Média 670,864 6.302,303 13.918,681
Precisao (%) 4,607 0,862 1,095
Exatidao (%) 111,811 105,038 107,067
538,254 5.739,309 14.459,516
Concentracoes 591,103 6.399,933 13.465,668
determinadas 654,459 6.070,837 14.129,485
ng/mL 593,428 6.153,712 13.460,140
547,359 6.897,299 13.955,828
Lote 2
Média 584,921 6.252,218 13.894,127
Precisao (%) 7,897 6,896 3,118
Exatidao (%) 97,487 104,204 106,878
683,643 5.407,654 14.481,320
Concentracoes 695,802 5.334,025 12.576,789
determinadas 670,658 5.594,724 12.182,896
ng/mL 689,436 5.799,301 14.657,696
693,208 6.228,573 14.655,167
Lote 3
Média 686,549 5.672,855 13.710,774
Precisao (%) 1,455 6,332 8,935
Exatidao (%) 114,425 94,548 105,467
Média 647.444 6.075,792 13.841,194
Analise
interlotes Precisao (%) 8,450 5.758 0,820
Exatiddo (%) 107,907 101,26 106,470




Observa-se que o método apresentou preciséo, pois os valores do coeficiente de variagao
(%) para cada nivel de concentragdo foram inferiores ao limite aceito de 15% e a exatidao

correspondente, na faixa de 90 a 114% do valor nominal, cumprindo os parametros preconizados
(ANVISA, 2003).

5.6 Estabilidade da Nimesulida no plasma humano

A estabilidade do farmaco em liquidos bioldgicos depende de suas propriedades quimicas,
da matriz biolégica e do material de acondicionamento utilizado. Assim, 0s ensaios foram
planejados e executados com bases nas reais condigdes de manuseio e analise das amostras. Os
resultados obtidos em cada etapa do estudo de estabilidade foram comparados com o de amostras
recém-preparadas.

A estabilidade do farmaco em plasma analisada em trés ciclos de congelamento e degelo
apresentou os resultados obtidos nas Tabelas 10, 11 e 12. Apds a comparacao entre as variagdes
das médias dos controles de qualidade (CQB, CQM e CQA) para amostras recém-preparadas e a
média dos controles de qualidade em cada ciclo de congelamento e degelo, concluiu-se que a
Nimesulida analisada no plasma humano permaneceu estavel nos trés ciclos de congelamento e
degelo quando armazenadas a - 20° C.

Tabela 10: Determinagcdo da estabilidade da Nimesulida em plasma submetida a ciclo de
congelamento e degelo

Amostras recém-preparadas Primeiro ciclo de degelo
Concentragao Concentragcoes Média Precisao Exatidao Concentracoes Média Precisao Exatidao Variacao
nominal determinadas (%) (%) determinadas (%) (%) média
de Nimesulida ng/mL ng/mL (%)
ng/mL
673,099 685,236
668,322 652,744
600,0 675,448 673,832 0,908 112,305 689,247 652,914 5,385 108,819 -3,104
668,884 607,857
683,406 629,486
6.002,482 5.806,011
6.020,921 5.957,116
6.000,0 6.069,301 5.888,489 3,344 98,141 5.802,878 5.836,418 1,189 97,274 -0,884
5.657,939 5.830,870
5.691,804 5.785,217
12.485,845 13.093,189
12.985,058 12.793,422
13.000,0 12.698,993 12.883,867 2,745 99,107 12.675,085 12.868,89 1,245 98,991 -0,116
12.823,414 12.828,030




13.426,025

12.954,739

Tabela 11: Determinagdo da estabilidade de Nimesulida em plasma submetida a ciclo de

congelamento e degelo.

Amostras recém-preparadas Segundo ciclo de degelo
Concentragao Concentracoes Média Precisao Exatidao Concentracoes Média Precisao Exatidao Variagcao
nominal determinadas (%) (%) determinadas (%) (%) média
de Nimesulida ng/mL ng/mL (%)
ng/mL
673,099 654,637
668,322 585,455
600,0 675,448 673,832 0,908 112,305 658,901 601,829 8,588 100,305 -10,680
668,884 555,441
683,406 554,712
6.002,482 5.919,446
6.020,921 5.827,601
6.000,0 6.069,301 5,888,489 3,344 98,141 5.914,091 5.868,142 0,767 97,802 -0,346
5.657,939 5.846,877
5.691,804 5.832,694
12.485,845 13.180,953
12.985,058 13.450,090
13.000,0 12.698,993 12.883,86 2,745 99,107 13.246,098 13.302,74 0,787 102,329 3,251
12.823,414 13.275,527
13.426,025 13.361,063
Tabela 12: Determinacdo da estabilidade de Nimesulida em plasma submetida a ciclo de
congelamento e degelo.
Amostras recém-preparadas Terceiro Ciclo de Degelo
Concentragao Concentracoes Média Precisao Exatidao Concentracoes Média Precisao Exatidao Variacao
nominal determinadas (%) (%) determinadas (%) (%) média
de Nimesulida ng/mL ng/mL (%)
ng/mL
673,099 677,818
668,322 682,676
600,0 675,448 673,832 0,908 112,305 596,743 641,072 5,944 106,845 -4,862
668,884 633,643
683,406 614,481
6.002,482 5.763,698
6.020,921 5.824,012
6.000,0 6.069,301 5888,489 3,344 98,141 6.145,375 5.880,656 2,663 98,011 -0,133
5.657,939 5.776,072
5.691,804 5.894,121




13.000,0

12.485,845 13.190,454

12.985,058 13.188,667
12.698,993 12883,86 2,745 99,107 13.240,608 13.217,715 0,716 101,675
12.823,414 13.363,215
13.426,025 13.105,630

2,591

A estabilidade de curta duracdo foi avaliada, mantendo-se as amostras dentro do
autoinjetor, a temperatura ambiente, e cada amostra de controle de qualidade foi analisada em
triplicata nos tempos de 0 a 24 horas, a cada 2 horas. Os resultados obtidos foram comparados
com os valores médios de CQB, CQM e CQA obtidos no tempo 0 horas (amostra recém-
preparada) com os valores médios de CQB, CQM e CQA obtidos no tempo de 24 horas, conforme
a Tabela 13. Os resultados obtidos com desvios abaixo de 8,516 indicam que as amostras
permaneceram estaveis dentro do autoinjetor no periodo de 24 horas.

Tabela 13: Médias e desvios obtidos no estudo de estabilidade da Nimesulida em plasma
submetida a andlise no autoinjetor

t =0 horas t =24 horas
Concentracao Concentracao Precisao(%) Concentracao Precisao(%) Variagao
da nimesulida determinada determinada média
ng/mL *ng/mL *ng/mL (%)
600,0 657,428 2,570 601,438 1,637 -8,516
6.000,0 5.834,712 2,247 5.823,451 1,523 -0,193
13.000,0 12.899,591 1,105 12.933,678 1,041 0,264

*Média de trés determinacgdes.

A estabilidade das amostras de plasma n&o processadas foi analisada com amostras
recém-preparadas e ndo processadas, mantidas durante seis horas a temperatura ambiente, e foi
comparada com as variagbes das médias para os controles de qualidade (CQB, CQM e CQA) das
amostras mantidas 6 horas a temperatura ambiente em relagdo as medidas obtidas para as
amostras recém-preparadas. O resultado conclui que as amostras foram estaveis, com desvios

inferiores a 3,474%, conforme a Tabela 14.



Tabela 14: Estabilidade de plasma dopado com solugéo padrdo de Nimesulida, e variagdo entre as
médias dos controles de qualidade para amostras em plasma mantidas a temperatura ambiente
por 6 horas em relagédo as medias das amostras recém-preparadas

Amostras recém-preparadas Amostras analisadas apds 6 horas a
temperatura ambiente
Concentragao Concentracoes Média Precisao Exatidao Concentragoes Média Precisao Exatidao Variacédo
nominal de determinadas (%) (%) determinadas (%) (%) média
Nimesulida ng/mL ng/mL (%)
ng/mL
673,099 596,489
668,322 661,291
600,0 675,448 673,832 0,908 112,305 669,211 650,424 4,663 108,404 -3,474
668,884 661,040
683,406 664,091
6.002,482 5.839,547
6.020,921 5.747,996
6.000,0 6.069,301 5.888,489 3,344 98,141 5.738,249 5.802,437 0,984 96,707 -1,461
5.657,939 5.818,102
5.691,804 5.868,292
12.485,845 12.944,340
12.985,058 12.959,419
13.000,0 12.698,993 12.883,867 2,745 99,107 13.688,804 13.276,322 2,414 102,126 3,046
12.823,414 13.360,975
13.426,025 13.428,089

A estabilidade das solu¢des padrdes foi realizada com solu¢do padrao de Nimesulida 15,0
pg/mL e solugdo padrdao Tolazamida 100,0 pg/mL. As solucbes foram analisadas apds serem
mantidas durante seis horas a temperatura ambiente e depois de mantidas durante sete dias sob
refrigeracdo. Os resultados foram comparados com as variagdes das médias para cada controle
de qualidade (CQB, CQM e CQA) das amostras recém-preparadas e mantidas sob refrigeracao

durante sete dias, conforme a Tabela 15.

Tabela 15: Resultado das andlises de estabilidade das solugdes padrdo de Nimesulida e

Tolazamida
Amostras analisadas 6 Amostras analisadas apoés
Recém-preparada (area) horas apés preparo a 7 dias de armazenamento
temperatura ambiente em refrigeracao
(area)

Nimesulida Tolazamida Nimesulida Tolazamida Nimesulida Tolazamida

209516 355825 224646 323538 221161 349120
] 206964 359998 226225 322819 219721 347951
Area 206144 357493 225396 323123 221871 349996




205698 357225 224412 322520 222463 351361
205321 357853 225803 323312 222621 348927
Média 206729 357679 225296 323062 221567 349471
DP 1674,085 1507,155 763,879 401,749 1180964 1282,309
CV(%) 0,810 0,421 0,339 0,124 0,533 0,367

A variagdo das médias dos controles de qualidade para a Nimesulida analisada 6 horas
apés o preparo foi de 8,982% e para Tolazamida foi de - 9,678%. Para as amostras mantidas
sob refrigeracao por 7 dias, obteve-se variagdo de 7,178% para Nimesulida e de - 2,295% para
Tolazamida.

Pesquisou-se a estabilidade da Nimesulida em condi¢des de luz e temperatura no local de
desenvolvimento do método analitico. Um farmaco pode ser afetado quimicamente pela radiacao
de um comprimento de onda especifico somente se ela absorver radiagdo naquele comprimento de
onda e a energia exceder um limiar. Radiagbes ultravioletas, que tém um alto nivel energético, sao
a causa de muitas reagdes de degradagao (GENNARO, 2004).

Fallavena e Schapoval (2004) estudaram a fotodegradacdo da Nimesulida sob radiagédo
ultravioleta, e os resultados obtidos nao foram capazes de demonstrar nenhuma modificacdo na
estrutura do farmaco quando colocado sob luz ultravioleta (254 nm) (FALLAVENA; SCHAPOVAL,
2004).

Se a molécula absorvente reage, diz-se que a reacao é de natureza fotoquimica. Quando
as moléculas absorventes ndo participam diretamente da reagdo, mas passam a sua energia para
outras moléculas reativas, a substancia absorvente é classificada como um fotossensibilizador
(GENNARO, 2004).

A intensidade e o comprimento de onda da luz; e o tamanho, a forma, a composi¢éo e a
cor do recipiente podem afetar a velocidade da reagdo (GENNARO, 2004).

Para evitar processos de fotodecomposicdo, devem-se manipular os farmacos
fotossensiveis ou medicamentos baseados nesses farmacos a baixa luz e acondiciona-los em
frascos ambar ou opacos em ambientes escuros.

A estabilidade da solugdo foi analisada mediante o preparo da solugdo de Nimesulida
(SQR) na concentracdo de 15 pg/mL, utilizando como solvente o metanol e acondicionada em 2
frascos, sendo 1 frasco cor ambar (abrigo da luz) e outro transparente (exposi¢do a luz), a
temperatura ambiente (~20°C). A estabilidade das solugdes em frascos ambar e transparente

foram determinadas por meio da quantificacdo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com



deteccéo por espectrofotometria no UV/VIS em 258 nm, usando coluna Phenomenex, Luna — CN
(5,0 pm, 150 x 4,5 mm) mantida a temperatura ambiente (~20°C).

A quantificagdo das concentragdes das solu¢des de Nimesulida foi determinada em quatro
tempos, considerada no tempo inicial (tempo zero) como 100%. A segunda andlise (tempo 2) foi
realizada no oitavo dia; a terceira analise (tempo 3) no décimo oitavo dia e a quarta analise (tempo
4) no vigésimo oitavo dia. Os resultados estdo apresentados na Tabela 16. A Figura 6a e Figura 6b

apresentam os cromatogramas das andlises efetuadas.

Tabela 16: Determinacdo da Nimesulida ao abrigo da luz e em condi¢des normais

Nimesulida Abrigo da luz Exposicao a luz
Area* % Area* %
Tempo 0 115020 100,00 115020 100,00
Tempo 2 119122 103,56 116596 101,37
Tempo 3 118744 103,23 117924 102,52
Tempo 4 118561 103,07 119372 103,78

* média de cincos areas.

Fallavena e Schapoval (2004) durante seu trabalho observaram que a Nimesulida
apresentava modificagdo de coloragédo sob luz ultravioleta, e que o fenbmeno somente acontecia
no farmaco em forma sélida (matéria-prima e comprimido), ndo em solugoes.

Os resultados encontrados durante a quantificacdo das solugbes mostraram que nao
houve alteracdo na concentracdo da solu¢do de Nimesulida, tanto para a solu¢do acondicionada
em frasco dmbar, como para a acondicionada em frasco transparente (condi¢gdes normais).

A solugdo de Nimesulida acondicionada em frasco transparente ndo teve alteragéo na

coloragdo em comparagao com a acondicionada em frasco ambar (ao abrigo da luz).
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Figura 6a: Cromatogramas da Nimesulida 15 pg/mL exposi¢ao a Iuz: (A) tempo zero, (B) tempo 2,
(C) tempo 3 e (D) tempo 4. Condigbes cromatograficas: coluna analitica Phenomenex®, Luna-CN
(5,0 um, 150 x 4,6 mm); fase mével Tampao fosfato 0,05M, pH 5,5: Metanol:Acetonitrila ( 4:2,5:3,5
, VIVIV); vazao 3,0 mL/min; deteccao 258 nm.
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Figura 6b: Cromatogramas da Nimesulida 15 pg/mL ao abrigo da luz: (E) tempo zero, (F)

tempo 2, (G) tempo 3 e (HD) tempo 4. Condi¢gdes cromatograficas:

coluna analitica

Phenomenex®, Luna-CN (5,0 pm, 150 x 4,6 mm); fase mével Tampao fosfato 0,05M, pH
5,5: Metanol:Acetonitrila (4:2,5:3,5 , v/v/v); vazdo 3,0 mL/min; detec¢do 258 nm.

Avaliou-se também a estabilidade do farmaco em plasma, em condigbes de estabilidade de

longa duragéo, tendo sido 3 diferentes concentragbes (CQB — 600,0 ng/mL, CQM — 6.000,0 ng/mL

e CQA - 13.000,0 ng/mL) em quintuplicata. As amostras foram analisadas em tempo inicial e ap6s

63 dias estocadas nas mesmas condi¢cées que as amostras de plasma dos voluntarios analisados
(-20°C), conforme a Tabela 17.



Tabela 17: Estabilidade de longa duracdo para a Nimesulida em fluido bioldgico e variacdo das
médias dos controles de qualidade para as amostras de longa duragdo em relagdo as médias das
amostras recém-preparadas

Amostras recém-preparadas Amostras de longa duracéao
Concentracao Concentragdes Média Precisao Exatidao Concentragdes Média Precisao Exatidao Variacédo
nominal determinadas (%) (%) determinadas (%) (%) média
de Nimesulida ng/mL ng/mL (%)
ng/mL
673,099 642,074
668,322 639,800
600,0 675,448 673,832 0,908 112,305 641,509 653,308 2,849 108,885 -3,046
668,884 659,949
683,406 683,210
6.002,482 5.992,154
6.020,921 6.096,899
6.000,0 6.069,301 5.888,489 3,344 98,141 5.965,861 5.854,529 3,958 97,575 -0,577
5.657,939 5.653,688
5.691,804 5.564,042
12.485,845 13.255,132
12.985,058 13.304,493
13.000,0 12.698,993  12.883,867 2,745 99,107 13.408,718  13.311,121 0,850 102,393 3,316
12.823,414 13.156,104
13.426,025 13.431,194

A comparacéao dos valores médios dos controles de qualidade para as amostras no tempo
inicial com os valores médios dos controles de qualidade para as amostras armazenadas durante
63 dias estao abaixo dos desvios permitidos para os trés controles analisados, podendo-se concluir
que a Nimesulida analisada em plasma humano permaneceu estavel durante o periodo de tempo
que ficou armazenada.

Os testes realizados para avaliar a estabilidade do farmaco em plasma forneceram
resultados dentro dos limites especificados, indicando que as condigbes de manuseio e analises
das amostras sdo adequadas.

Os resultados obtidos durante os testes realizados demonstraram que o método
apresentou precisdo, exatidao, linearidade, limite de quantificagdo, especificidade,

reprodutibilidade, estabilidade e recuperacao adequadas a andlise (ANVISA, 2003).



VI. CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido empregando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por
fase reversa permitiu uma rapida deteccao e quantificacdo da Nimesulida em plasma humano. O
método desenvolvido utilizando fase movel constituida de Tampado Fosfato (0,05
mol/L):Metanol:Acetonitrila (4:2,5:5,5; v/v/v), extracao liquido-liquido usando diclorometano como
solvente extrator e detecgdo no ultravioleta em comprimento de onda a 258 nm, mostrou-se
sensivel, preciso, exato e linear em faixa de concentragédo de 200 a 15.000 ng/mL.

O método desenvolvido apresentou grandes vantagens em comparagéo a outros trabalhos
desenvolvidos, principalmente, comparando-se ao tempo de corrida da amostra, quantidade de
amostra injetada e quantidade de amostra bioldgica utilizada.

As amostras analisadas mostraram-se estaveis durante o periodo de tempo que ficou
armazenada, indicando que as condigbes de manuseio e analises sdo adequadas.

O método mostrou-se eficaz, confiavel e apropriado para determinagdes quantitativas de

Nimesulida em plasma humano.
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