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Artigo

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A RAPID ANALYTICAL METHOD BY HPLC FOR DETERMINATION OF
NIMESULIDE IN RELEASE STUDIES. A high performance liquid chromatography (HPLC) method has been developed for a
rapid determination of nimesulide in dissolution studies. Nimesulide was analyzed using 5 um Lichrospher® RP-18 column (125 x
4 mm i.d.) and mobile phase acetonitrile: phosphate buffer pH=6.0 (55:45) at a flow-rate of 1.0 mL min’'. Detection was carried out

at 300 nm at 25 °C. The method was applied to analysis of nimesulide in in vitro release studies and showed a rapid and efficient

analytical alternative for evaluation of dissolution profile of nimesulide.
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INTRODUCAO

A nimesulida (N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metanossulfonamida)
é um antiinflamatério ndo-esterdide inibidor seletivo da enzima
ciclooxigenase (COX) do tipo 2.! Apresenta-se como um dcido
fraco praticamente insoltiivel em dgua, pouco solivel em etanol e
facilmente solivel em acetona.” Quimicamente, o farmaco € uma
alquilssulfonamida, considerada protétipo da classe das metassul-
fonamidas, principalmente devido a poténcia antiinflamatdria e ao
perfil de segurancga terapéutico.’ A estrutura quimica da nimesulida
estd apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica da nimesulida

O mecanismo de a¢do da nimesulida baseia-se na inibigdo da
COX-2, decorrente da interagdo do grupamento sulfonamida da
molécula do farmaco com um residuo de arginina em uma cavidade
hidrofilica da enzima. O farmaco € amplamente comercializado
atualmente em formas farmacéuticas orais, como comprimidos,
comprimidos dispersiveis, gotas, granulados e suspensdes, pois estas
reduzem a incidéncia de efeitos indesejdveis associados a inibi¢do da
COX tipo 1 fisiolégica, como as irritagdes gastrointestinais.**

Em uma revisio recente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foi a técnica analitica mais empregada na determinaco de
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inibidores da COX-2 em diferentes matrizes, seguida pela espec-
trofotometria na regifio do ultravioleta e visivel. De acordo com o
mesmo trabalho, pdde-se perceber que as metodologias apresentam
uma grande variacdo nas condi¢des cromatograficas empregadas,
principalmente no que se refere a deteccio, composicdo e pH da fase
movel e tipo de coluna utilizada.’

Estudos para determinag@o de nimesulida por CLAE em matri-
zes bioldgicas (fluido cerebrospinal, plasma e humor aquoso) séo
desenvolvidos geralmente com corridas mais longas para assegurar
a eficiéncia de separacio e sdo validados para faixas de trabalho
limitadas.®® Em um estudo para determinagéo de nimesulida e seus
principais metabdlitos em urina, usou-se método de elui¢do por gra-
diente e as corridas foram realizadas em 50 min.'° Outros estudos por
CLAE desenvolveram metodologias para determina¢@o do fairmaco
em presenca de produtos de degradagcdo ou misturas com outros
farmacos.!!''> Tais métodos apresentaram faixas de trabalho mais
amplas, porém a necessidade de obter uma separac¢do adequada para
quantificar outros compostos exigiu corridas mais longas para detec-
¢do da nimesulida. Em um estudo para quantificagdo de impurezas, a
realizacdo de corridas mais curtas foi possivel devido ao emprego de
uma coluna do tipo monolitica e vazdes de fase mével elevadas.'

O interesse crescente em métodos rdpidos por CLAE para
quantificacdo de farmacos deve-se ao fato de que os mesmos podem
ser aplicados a diferentes estudos, como os ensaios de dissolug@o.
Atualmente, o emprego de métodos por CLAE para quantificag¢do do
farmaco em estudos de dissolu¢do vem aumentando, uma vez que
a dissolug@o in vitro do principio ativo € um importante parametro
para as industrias farmacéuticas em diferentes estdgios das etapas de
desenvolvimento e produgio de um medicamento.'*

Entretanto, o emprego de um método analitico por CLAE em
estudos de dissolugdo exige corridas curtas, pois para avaliagdo do
perfil de dissolugdo, em que € construida uma curva da porcentagem
do medicamento dissolvido ao longo do tempo, gera-se uma grande
quantidade de amostras. No caso de farmacos pouco soltiveis, além
da rapidez, o método deve considerar a interferéncia de tensoativos
durante a andlise.'>!'® Os tensoativos ou surfactantes, como lauril
sulfato de sédio e o polissorbato 80, sdo comumente acrescidos aos
meios de dissolugdo como estratégia para aumentar a solubilidade em



166 Ruela et al.

dgua do farmaco insoltvel, de modo a garantir condigdes sink e tornar
o estudo de dissolugiio mais préximo das condigdes fisioldgicas.!”
Atualmente, hd grande interesse no desenvolvimento de méto-
dos analiticos rdpidos e que fornecam pardmetros apropriados para
andlises quantitativas de fadrmacos. Tais métodos sdo importantes
para analises de rotina durante o controle de qualidade e também
no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas. Diante disso,
propde-se uma metodologia rdpida para andlise de comprimidos de
nimesulida em estudos de liberag@o in vitro, uma vez que ainda néo
foi descrito um método por CLAE empregando colunas de fase reversa
apropriado para andlise do formaco em estudos de dissolucao.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Produtos farmacéuticos, padrdo de referéncia e solventes

Nimesulida padrdo primério (100,0%, Farmacopéia Européia,
Lote 1a). Comprimidos de nimesulida 100 mg de dois fabricantes
diferentes (produtos 1 e 2) adquiridos no mercado nacional. Ace-
tonitrila e metanol grau UV/HPLC. Os demais reagentes possuiam
grau P.A.: 4cido orto-fosférico, fosfato de potdssio monobdasico
anidro, fosfato de sédio monobdsico anidro, hidréxido de sédio e
polissorbato 80 (poli 80).

Equipamentos

Cromatdgrafo a liquido (Shimadzu, Japao) com detector ultra-
violeta SPD-10AVP. Cromatdgrafo a liquido (Shimadzu, Japao) com
detector de arranjo de diodos SPD-M10AVP. Coluna cromatogréfica
LiChrospher® RP-select B (Merck, Alemanha) com 12,5 cm de com-
primento, 4,0 mm d.i., 5 um de tamanho de particula e pré-coluna
LiChrospher® RP-select B (Merck, Alemanha) com 4 cm de compri-
mento, 4,0 mm de d.i. e 5 pym de tamanho de particula. Aparelho de
ultrassom (Unique, 775 Brasil). Aparelho dissolutor de cubas 299/6
(Nova Etica, Brasil). Balanga analitica (Kern, Alemanha). Espectro-
fotdmetro duplo-feixe UV-1601 PC (Shimadzu, Japdo). Medidor de
pH modelo PA 200 (Marconi, Brasil).

Metodologia

Pardametros cromatogrdficos

A fase moével foi constituida de acetonitrila e tampao fosfato 20
mM pH 6,0 nas propor¢des de 55:45 v/v. As andlises foram efetuadas
a 25 °C com vazio da fase mével de 1,00 mL min"'. Realizaram-se
corridas com 4 min de duragio, empregando deteccdo no ultravioleta
a 300 nm. O volume de injecdo foi de 20 pL.

Validagdo do método analitico

Os ensaios para determinagdo dos pardmetros de validagdo foram
realizados de acordo com recomendagdes da legislaciio vigente na
resolucdo RE 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (AN-
VISA)."® As amostras foram preparadas em tamp@o fosfato 50 mM
pH 7,40 + 1,0% (m/v) de poli 80, usado como meio de dissolucio.
Todas as solu¢des foram previamente filtradas em filtros de 0,45 pm
antes da injecdo.

A pureza do pico cromatografico foi determinada em cromato-
grafo acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD). Para isso,
foram injetadas solucdes da substincia quimica de referéncia (padrao
primdrio) e da forma farmacéutica comprimidos (produto 1) nas con-
centragdes de 100 ug mL™! e realizadas varreduras espectrais.

O estudo da linearidade foi realizado pela transferéncia de aliquo-
tas de 1,5; 3,0; 4,5; 6,0 ¢ 7,5 mL de solug@o estoque de nimesulida
500 pg mL!' (preparada em acetonitrila) para baldes volumétricos
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de 25 mL e o volume foi completado com o meio de dissolugdo.
As concentragdes obtidas foram de 30, 60, 90, 120 e 150 pg mL",
respectivamente. As dilui¢des foram preparadas em 5 réplicas e
empregadas na construgdo da curva analitica concentragio versus
drea do pico. A equacio de reta e o coeficiente de correlag@o linear
(r) foram calculados.

A precisdo intra-dias foi avaliada analisando-se solugdes padrao
(n=6) nas concentracoes de 50 e 100 ug mL"'. As solugdes foram pre-
paradas pela transferéncia de aliquotas de 5,0 mL de solug@o estoque
500 ug mL! para baldes volumétricos de 25 e 50 mL, respectivamente,
e o volume completado com o meio. As solugdes foram analisadas e
a seguir o coeficiente de variagdo (CV%) foi calculado. A precisdo
inter-dias foi avaliada da mesma forma em dias consecutivos.

O estudo da exatiddo foi realizado pela adi¢do de substancia
quimica de referéncia a solug¢do do produto 1 na concentragio de
100,0 ug mL™'. Realizaram-se adigdes de 50, 100 e 150% de subs-
tancia quimica de referéncia (n=3). Apds dilui¢io apropriada dentro
da faixa linear, realizaram-se as leituras e calculou-se o percentual
de recuperacio (R%).

Os limites de detecgdo e de quantificacdo (LD e LQ, respecti-
vamente) foram calculados pela divisdo do desvio padrdo dos coefi-
cientes lineares das 5 curvas de calibragdo do ensaio de linearidade
pela média dos coeficientes angulares destas respectivas curvas,
multiplicados por 3 e 10, respectivamente. Os resultados obtidos
pelos cdlculos foram analisados por inje¢des de solugdes (n=5) de
concentragoes decrescentes de 10, 5, 1 e solucdes correspondentes ao
LQ e LD. Para confirmag¢do do LQ, o coeficiente de correlacdo (r) e
0 CV% da concentragdo correspondente foram calculados.

A valida¢dao de uma metodologia apropriada para estudos de
dissolucéo deve incluir outros pardmetros descritos na literatura.'s
E importante a realizacio de um estudo do filtro e da estabilidade
do farmaco no meio de dissolugdo. O estudo do filtro foi realizado
pela andlise de solugdes padriao 100 ug mL' antes e apds o processo
de filtragdo. A estabilidade da nimesulida no meio de dissolu¢ao foi
avaliada mantendo-se solugdes padrdo e amostra 100 pg mL! arma-
zenadas ao abrigo de luz & temperatura ambiente (n=3). Ap6s 24 h,
realizaram-se leituras das mesmas solugdes contra solu¢des padrao
de nimesulida 100 pg mL"! recém-preparadas (n=6) e determinou-se
o percentual de resposta.

Estudo de dissolu¢do de comprimidos

Realizou o estudo do perfil de dissolug@o da nimesulida a partir
dos dois comprimidos comerciais (produtos 1 e 2) empregando-se
900 mL de meio tampao fosfato 50 mM pH 7,40 + 1,0% (m/v) de
poli 80, aparato ntimero 2 (pd) e rotacdo de 75 rpm. Aliquotas de
10,0 mL foram coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 30 e 60 min, em
seguida filtradas e analisadas por CLAE. A partir dos resultados
pdde-se construir a curva da porcentagem de nimesulida dissolvida
versus tempo, que caracteriza o perfil de dissolugdo para os produtos
avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de metodologias por CLAE com coluna de fase reversa oc-
tadecilsilano é largamente empregado na determinagao de farmacos."
Deste modo, para andlise da nimesulida selecionou-se a coluna de
fase reversa Li-Chrospher® select-B. A composi¢io da fase mével foi
definida apds testar diferentes combinacdes de acetonitrila, metanol
e dgua ou tampdes aquosos. A fase mével inicialmente testada foi
acetonitrila e d4gua (50:50), sendo que os resultados foram insatisfa-
torios devido a assimetria do pico cromatografico. A simetria do pico
melhorou quando se substituiu a d4gua por tampao fosfato. As fases
moveis com dgua sdo indicadas para compostos neutros, enquanto
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que para compostos ionizdveis como nimesulida € preferivel o uso de
tampdes aquosos, uma vez que estes mantém o grau de ionizacdo das
moléculas e evitam os problemas de retengdo secunddria, responsaveis
pela formagéo de picos com caudas."

A variagdo do pH da fase mével permitiu o ajuste do tempo
de reteng¢do da nimesulida e, conseqiientemente, a realizagdo de
corridas mais curtas. Observou-se que o tempo de retencdo € maior
em pH 4cido que em fases mdveis com pH mais elevado, o que era
esperado, pois, por se tratar de um dcido fraco de pKa 6.5, a nime-
sulida encontra-se predominantemente ionizada em valores de pH
alcalinos e, desta forma, a interacao do farmaco ionizado com a fase
reversa € menor e o tempo de reten¢do provavelmente diminui.! De
modo contrdrio, valores de pH dcidos favorecem a forma molecular
do farmaco e aumentam a afinidade do mesmo por colunas de fase
reversa, elevando o tempo de retencdo. Em um trabalho em que foi
desenvolvido um método rapido para andlise de nimesulida em plasma
humano, a fase mdvel incluiu tampao fosfato pH 5,5 e o tempo de
reten¢do do farmaco foi de 12,5 min.® Em outro trabalho para andlise
de nimesulida em plasma, a fase mével possuia pH 3,0 e, no entanto,
o tempo de retengdo foi de 5,9 min, uma vez que foi empregada maior
porcentagem de metanol (68%) na fase mdvel.’

A fase movel acetonitrila:tampao fosfato 20 mM pH 6,0 (55:45)
mostrou-se adequada para andlise de nimesulida, o que incluiu um tempo
de retencao reduzido (em torno de 3 min), tornando o método aplicavel
em andlises de rotina. A vazio de fase mdvel e a temperatura da coluna
foram mantidas em 1,0 mL min™” e 25 °C, respectivamente. A selecio
do comprimento de onda foi realizada apds varredura espectral na regido
do ultravioleta-visivel (200-500 nm). Inicialmente, observou-se a maior
absorcao da nimesulida em uma banda de 200-230 nm, entretanto, nesta
faixa de comprimento de onda, o poli 80 usado para aumentar a solubili-
dade em dgua da nimesulida no meio de dissolucdo também apresentou
forte absor¢do. Em corridas cromatograficas preliminares com detecgdo
em 210 nm, observou-se um pico referente ao poli 80 em aproximada-
mente 10 min. Deste modo, a deteccdo foi alterada para 300 nm. Neste
comprimento de onda, a nimesulida ainda apresentava um sinal analitico
satisfatério para a andlise e o poli 80 nao foi detectado.

A Figura 2 apresenta o cromatograma de solucio padrio de
nimesulida 100 pg mL™!, utilizando fase mével acetonitrila e tampao
fosfato pH 6,0 (55:45) com detec¢do a 300 nm.

A pureza do pico cromatografico foi determinada apds varredura
do padrdo e da amostra (solu¢do de nimesulida a partir de comprimi-
do) empregando detector de DAD. O detector de DAD € considerado
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Figura 2. Perfil cromatogrdfico da nimesulida utilizando fase movel acetoni-
trila e tampdo fosfato pH 6,0 (55:45 v/v) com detec¢do a 300 nm
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uma precaugao necessaria para garantir a pureza do pico cromatogra-
fico, em que o espectro do pico obtido na separagdo € comparado ao
espectro de um padrio de alta pureza e o resultado € uma indicacéo
da presenca do composto puro na amostra. O percentual de resposta
ao se comparar a drea dos picos foi de 99,20%.

A faixa linear foi selecionada de acordo com a concentrag@o do
farmaco no meio de dissolugdo se um comprimido de 100 mg estiver
totalmente dissolvido em 900 mL do meio (111 pg mL™"). A lineari-
dade do método foi observada na faixa avaliada de 30 a 150 ug mL"'.
A equacdo de reta foi y = 14321x — 10057 e o r = 0,9996.

A Tabela 1 apresenta os valores referentes a avaliagdo da preci-
sdo e exatiddo. Os resultados apresentados estdo de acordo com as
recomendagdes da ANVISA.'®

Tabela 1. Avaliacdo da precisdo e exatiddo do método para andlise
de nimesulida por CLAE

Parametros Nimesulida
Precisdo intra-ensaio (n=6)

Concentragdo (ug mL") 50,0 100,0
CV% 0,17 0,28
Precisdo inter-ensaio (n=2)

Concentragdo (ug mL") 50,0 100,0
CV% 0,73 0,62
Exatidao (n=3)

Padrio Adicionado (%) 50 100 150
R% 98,75 99,64 98,04

Os valores obtidos para o LD e o LQ de acordo com os célculos
foram 0,03 e 0,1 ug mL"', respectivamente. O valor de CV% para
a concentragdo de 0,1 pg mL"' foi de 2,6 e o r=0,9934 para a faixa
de 0,1 a 10,0 uyg mL!. Em estudos para amostras bioldgicas, que
requerem faixas de trabalho mais sensiveis, o LQ encontrado foi de
0,05 pg mL1.7?

A avaliac@o do filtro demonstrou que os resultados estdo inseridos
na faixa aceitdvel (98 a 102%). O estudo € importante para demonstrar
que o filtro ndo adsorve particulas de fairmaco, nem libera material
para soluc@o."> Apoés a filtracdo, a solugdo padrdo apresentou percen-
tual de resposta de 99,52%.

A nimesulida apresentou-se estavel no meio aquoso. A faixa
aceitdvel de estabilidade € de 98 a 102%.'> Os percentuais de resposta
para as solucdes de amostra e padrido foram de, respectivamente,
98,24 ¢ 98,90%.

A Figura 3 apresenta os perfis de dissolu¢do de comprimidos de
nimesulida em meio tampao fosfato 50 mM pH 7,40 + 1,0% (m/v)
de poli 80. O método analitico mostrou-se adequado para quantifi-
cacdo do farmaco durante estudos de liberagdo in vitro, permitindo
a avaliac@o do perfil de dissolu¢@o dos produtos 1 e 2. Na literatura,
outros autores propuseram uma metodologia para andlise do fairmaco
em testes de dissolucdo em meio tampao fosfato pH 7,40 + poli 80,
entretanto, empregaram uma coluna monolitica e vazao de fase mével
de 4,0 mL min™'."? Os autores avaliaram a linearidade na faixa de 50 a
150 pg mL™', 0 LQ e LD calculados foram de, respectivamente, 0,17
e 0,05 ug mL"! e a precisdo inter-dias igual a 1,2%."

A proposi¢io de um método rapido e de fécil execugdo € interes-
sante para a rotina de controle de qualidade industrial. Deste modo, o
método desenvolvido e validado para anélise de nimesulida utilizando
coluna de fase reversa atendeu as necessidades especificas do estudo
de dissolug@o de comprimidos, mostrando-se uma alternativa analitica
rapida e eficiente.
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Figura 3. Perfil de dissolugdo dos produtos 1 e 2 em tampdo fosfato pH 7,40
50mM + 1,0% (m/v) de poli 80

CONCLUSAO

A metodologia analitica empregando CLAE por fase reversa
permitiu uma rdpida detec¢@o e quantifica¢do da nimesulida. O mé-
todo utilizando fase mével constituida de acetonitrila:tampao fosfato
20 mM pH 6,0 (55:45) e deteccdo ultravioleta a 300 nm mostrou-se
sensivel (LQ=0,1 pg mL"), preciso (CV% inferior a 1,0%), exato
(R% de 98,08-99,64%) e linear em ampla faixa de concentracio
(0,1 a 150 pg mL"). A pureza dos picos pode ser determinada apds
varreduras espectrais empregando detector de DAD. Além disso, o
método apresentou resultados satisfatérios para avaliacdo do perfil
de dissolu¢do de comprimidos de nimesulida, o que se mostrou
interessante uma vez que ndo hd metodologia oficial para avaliar a
liberag@o do farmaco.
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