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VALIDATION OF METHODS FOR DETERMINATION OF FLUOXETINE CAPSULES. A UV spectrophotometric method was
developed and validated and a chromatographic method was adapted from the American Pharmacopeia for the analysis of Fluoxetine

Hydrochloride capsules. Ethanol was used as solvent for the spectrophotometric method, with detection and determination at 276 nm.

The separation for the chromatographic method was carried out using the reversed-phase column LC-8, triethylamine buffer, stabilizer
free tetrahydrofuran and methanol (5:3.5:1.5), pH 6.0 as mobile phase and detection at 227 nm. The results obtained for both methods
showed to be accurate, precise, robust and linear over the concentration range 100.00 - 300.00 pg/mL and 40.00 - 80.00 pg/mL of
fluoxetine hydrochloride for the spectrophotometric and chromatographic methods, respectively. The accuracy of the methods was
evaluated by a recovery test and showed results between 98.89 and 101.10%.

Keywords: fluoxetine; UV spectrophotometry; high performance liquid chromatography.

INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial de Satide (OMS) prevé que nos proxi-
mos 20 anos, a depressdo saird do quarto para o segundo lugar na
lista de doencgas dispendiosas e fatais e deverd perder apenas para
as enfermidades do coragdo. Os tltimos dados revelaram que hoje a
depressao atinge 15% da populagdo, em 70 a 80% dos casos € uma
doenca cronica recidivante,' representando uma parcela significativa
de despesas com a satide. Ainda, o mais importante € o fato de que
aproximadamente 15% das pessoas que sofrem de depressdao cometem
suicidio, principalmente se ndo forem tratadas de modo correto.?

O cloridrato de fluoxetina ou cloridrato de N-metil-y-[4-
(trifluorometil)fenoxi]-benzenopropanamina (Figura 1) € um inibidor
seletivo da recaptacdo de serotonina, amplamente utilizado no trata-
mento da depressdo por ser mais aceitdvel em termos de tolerancia e
toxicidade. E mundialmente conhecido como Prozac® e encontra-se
disponivel no mercado na forma de cdpsulas, comprimidos, compri-
midos revestidos e solucdo oral.

Virios trabalhos apresentaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para determinagdo de fluoxetina em medicamentos. O método
oficial descrito pela Farmacopéia Americana 29" ed.’ e Farmacopéia
Brasileira 4* ed.* utiliza a CLAE, empregando coluna C-8 (250 mm x 4,6
mm), fase mével constituida de tamp@o trietilamina pH 6,0: tetraidrofu-
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Figura 1. Cloridrato de fluoxetina
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rano sem estabilizante: metanol (6:3:1), fluxo de 1 mL/min e detec¢do
no ultravioleta a 227 nm. Outras condi¢des cromatograficas descritas
foram: coluna C-8, fase mével tampao perclorato de tetrametilamonio:
acetonitrila com detecgdo no UV e fluorimétrica;’ fase mével constituida
de dgua pH 3,5: acetonitrila (65:35);° fosfato de potdssio pH 3,0 e ace-
tonitrila (65:35) como fase mével e deteccdo em 232 nm;’ acetonitrila:
tamp@o de trietilamina (48:52), detecgdo no UV a 226 nm® e fase mével
constituida de acetonitrila e tampao fosfato pH 3,0 (1:1).°

Virios autores utilizam a espectrofotometria na regido do visivel
com formagdo de complexos coloridos reagindo a fluoxetina com:
alaranjado de metila em pH 4,0 e azul de timol em pH 8,0, cloranil
e com 2,3-dicloro-5,6-dicianoquinona,'! eriocromo R, violeta de
pirocatecol em meio aquoso®® e azul de bromotimol, verde de bro-
mocresol ou azul de bromofenol em tampao dcido.'

Outros métodos alternativos foram propostos para determinacao de
fluoxetina em cépsulas, tais como espectrofotometria e cromatografia
gasosa,"” espectrofluorimetria,'® espectrofluorimetria e eletroforese
capilar'’ e espectrofotometria no ultravioleta a 225 nm'® e a 227 nm.*

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método
espectrofotométrico e um outro cromatografico para analise rotineira
de controle de qualidade de cdpsulas de cloridrato de fluoxetina, que
possam ser empregados tanto em inddstria farmacéutica como em
farmécias de manipulagio.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e reagentes

Amostras comerciais de cdpsulas de cloridrato de fluoxetina 20
mg (amostra 1) e a matéria-prima (amostra 2) foram gentilmente ce-
didas pela Biossintética Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo. Amostras de
capsulas de cloridrato de fluoxetina 20 mg manipuladas (amostras 3,
4,5 e 6) foram adquiridas nas farmécias de manipulago da cidade de
Londrina - PR. Empregou-se como substincia quimica de referéncia
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o cloridrato de fluoxetina USP (lote: F2C132).

Os excipientes estudados no teste de seletividade foram os
comumente empregados na formulagdo de cdpsulas: celulose micro-
cristalina, manitol, amido de milho, diéxido de silicio e estearato de
magnésio, todos de grau farmacéutico.

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico.
Etanol absoluto (J. B. Backer, Nuclear e Synt), tetra-hidrofurano
sem estabilizante grau cromatografico (J. T. Backer), metanol grau
cromatografico (J. T. Backer), trietilamina (Sigma-Aldrich), dcido
fosférico (Qhemis) e dcido cloridrico (Merck). A dgua empregada no
preparo das solucdes foi purificada pelo sistema Milli-Q®.

Equipamentos e condi¢des analiticas

Foi utilizado um espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu, mode-
1o160-A) de duplo feixe, detector de 190 a 1100 nm e cubetas de
quartzo de 1 cm. Para o método espectrofotométrico proposto (mé-
todo A) foi utilizado etanol absoluto como solvente e para o método
oficial da Farmacopéia Brasileira (método B), solucido de HCI 0,1
mol/L. O aparelho foi calibrado com os respectivos solventes e a
leitura das absorvancias foi realizada a 276 nm para o método A e a
227 nm para o método B. O método C, cromatografico, foi adaptado
do método oficial da Farmacopéia Americana. Foi utilizado cromaté-
grafo marca Varian, modelo ProStar 230 com comprimento de onda
varidvel, detector de arranjo de diodos (modelo ProStar 330) e injetor
automadtico (modelo ProStar 410). Para a separacdo cromatografica
foi utilizada coluna analitica C8 - ChromSpher (250 mm x 4,6 mm,
5 um) mantida a 30 °C durante a andlise. A fase mével foi solucio
tampao de trietilamina com pH 6,00 £ 0,05 ajustado com &cido fos-
foérico, tetra-hidrofurano sem estabilizante e metanol (5,0: 3,5: 1,5;
v/v) com vazdo de 1 mL/min e detec¢do a 227nm. Todas elui¢des
foram em condigdes isocraticas.

Valida¢iao dos métodos

Os métodos propostos (A e C) foram avaliados e validados con-
forme Resolugdo RE 899" e International Conference on Harmoni-
zation (ICH).?° Os métodos foram comparados estatisticamente com
o método espectrofotométrico da Farmacopéia Brasileira 4* ed.*

Especificidade

Meétodo A: preparou-se solugdo padrio de cloridrato de fluoxetina
200 pg/mL em etanol absoluto e solucdes placebo de cada excipiente
preparadas na concentragdo correspondente a 100% da quantidade
declarada de analito na formulag@o. Tragou-se o espectro de cada
solugdo na faixa de 220 a 350 nm e observou-se a presenga de sinais
na faixa de leitura do analito.

Meétodo C: foi preparada uma solucio padrdo de cloridrato de
fluoxetina 60,00 pg/mL em fase mével e solugdes placebo de cada
excipiente na concentragdo correspondente a 100% da quantidade
declarada de analito na formulac@o. As solugdes padrao e placebos
foram injetadas no cromatografo e avaliada a presen¢a de picos na
regido do tempo de retencio do analito.

Linearidade

Foram preparadas solucdes em triplicata nas concentragdes de
100,00; 150,00; 200,00; 250,00 e 300,00 pg/mL de cloridrato de
fluoxetina (substincia quimica de referéncia) em etanol absoluto;
de 5,00; 10,00; 15,00; 20,00 e 25,00 pg/mL em HCI 0,1 mol/L e
de 40,00, 50,00, 60,00, 70,00, e 80,00 pg/mL em fase mével para
os métodos A, B e C, respectivamente. A equagdo da reta foi obtida

Quim. Nova

pelo método dos minimos quadrados e calculou-se o coeficiente de
correlagdo de Pearson.

Precisao

A repetibilidade e a precisdo intermedidria foram determinadas
partindo-se de 6 tomadas de ensaio de 12,50 mg de cloridrato de
fluoxetina (amostra 2), obtendo-se solucdes na concentracdo de
250,00 pg/mL para o método A, 15,00 ug/mL para o método B e
50,00 pg/mL para o método C. As solugdes foram determinadas em
triplicata. A precisao intermedidria foi avaliada no mesmo laboratério,
utilizando o mesmo equipamento em dias diferentes e com analistas
diferentes. A partir dos resultados obtidos foram calculados o desvio
padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV).

Exatidao

A exatiddo, expressa em porcentagem, foi avaliada a partir da
adi¢do e recuperacdo de quantidades conhecidas de cloridrato de
fluoxetina padrdo em amostras comerciais. Para o método A foram
preparadas solucdes em triplicata contendo mistura de solucéio amos-
tra de 100,00 ug/mL e solugdes padrdo de 100,00; 150,00 e 200,00 pg/
mL de cloridrato de fluoxetina. Para o método B, mistura de solucdo
amostra de 5,00 pg/mL e solu¢do padrdo de 5,00; 10,00 e 15,00 pg/
mL e para o método C, mistura de solucdo amostra de 30,00 ug/mL
e solucdes padrdes de 30,00; 40,00 e 50,00 pg/mL. As quantidades
recuperadas de cloridrato de fluoxetina padrio adicionadas foram
obtidas a partir da curva de calibracdo. A recuperacdo de 98,00 a
102,00% € recomendada para exatidao do método.

Robustez

O estudo foi efetuado utilizando trés fabricantes de etanol absolu-
to para o método A e varia¢do do pH da fase mével (5,00; 5,50; 5,80;
6,00; 6,20; 6,50 e 7,00) para o método C. As andlises foram realizadas
em triplicata. As concentragdes de cloridrato de fluoxetina, expressas
em ug/mL, foram obtidas a partir da curva de calibragdo.

Limites de deteccio (LD) e de quantificacdo (LQ)

O LD e o LQ da fluoxetina para os métodos propostos foram
determinados a partir das respectivas curvas de calibragdo padrio e
foram calculados como 3x06/S e 10x6/S, respectivamente, onde G ¢
o desvio padrio do intercepto com o eixo Y de 3 curvas de calibragio
e S € a inclinagdo da curva padrio.

Analise estatistica para comparacio dos métodos

Os resultados obtidos pela aplicagdo dos trés métodos foram com-
parados estatisticamente empregando a andlise de variancia (ANOVA
fator tinico) ao nivel de 95% de confianca. Para avaliagdo estatistica
da robustez empregou-se ANOVA fator unico e o teste de Tukey.

Aplicacdo do método em capsulas comerciais e manipuladas

O teor de fluoxetina no produto comercial (amostra 1) e cdpsulas
manipuladas (amostra 3, 4, 5 e 6) foi determinado utilizando o método
espectrofotométrico proposto. Foram pesadas 10 unidades e partindo
de um peso médio dilui-se em etanol absoluto obtendo-se solucio
contendo 268,32 ug/mL de fluoxetina. As anélises foram realizadas em
triplicata e as absorvancias foram determinadas em espectrofotometro a
276 nm contra etanol absoluto como branco. As concentragdes expres-
sas em pg/mL foram obtidas a partir da curva de calibracdo.
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Tabela 1. Resultados da andlise de regressao linear dos métodos A, B e C da curva de calibragio do cloridrato de fluoxetina

Pardmetros estatisticos Método A Método B Método C
Equacdo de regressio y =-0,0016 + 0,00135 X y =0,0053 + 0,04062 X y =656032,2 + 198556 X
Coeficiente de correlagio 0,9999 0,9999 0,9988

Erro padrdo da inclinacdo 0,000026 0,000132 5625,9

Erro padrdo da intersegdo 0,006843 0,002192 346803,9

Meétodo A: UV (proposto) Método B (Farmacopéia Brasileira) Método C: CLAE (proposto)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta o espectro de absor¢do do cloridrato de
fluoxetina em etanol absoluto e pode-se observar o pico mdximo de
absor¢do a 276 nm.
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NM
400-0
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Figura 2. Espectro de absor¢do do cloridrato de fluoxetina 250 ug/mL em
etanol absoluto

O método cromatografico descrito na monografia da Farmacopéia
Americana, para determinagio de teor de cdpsulas de cloridrato de
fluoxetina utilizando fase moével constituida de tampao trietilamina:
tetra-hidrofurano: metanol na proporg¢do de 6:3:1, apresentou tempo de
reten¢do de 11,3 min. Alteragdes nas propor¢des dos solventes utiliza-
dos de 5:3,5:1,5 proporcionaram a redugio do tempo de retengo para
6,3 min, favorecendo andlise rapida para ser aplicada em rotina.

Os resultados da especificidade comprovam que os excipientes
estudados nao interferem na andlise de cdpsulas de cloridrato de
fluoxetina quando foram utilizados os métodos propostos (A e C),
nas condi¢des experimentais.

As curvas de calibrag¢@o para os métodos A e B foram obtidas a
partir da relagiio absorvancia x concentracdo e para o método C a partir
da relag@o area do pico x concentragdo. A curva padrao dos métodos
A, B e C apresentou linearidade dentro da faixa de concentragio de
100,00 a 300,00 pg/mL com coeficiente de correlacdo de 0,9999,
de 5,00 a 25,00 ug/mL com coeficiente de correlagdo de 0,9999 e
de 40,00 a 80,00 pg/mL com coeficiente de correlacdo de 0,9988,
respectivamente (Tabela 1).

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que os métodos
tém boa repetibilidade, com desvio padrio relativo de 1,00; 2,03 e
0,24%, respectivamente, para os métodos A, B e C, inferiores a 5%,
valor maximo recomendado pela legislagio vigente."

A Tabela 3 apresenta os resultados da precis@o intermedidria
efetuado por diferentes analistas e dias diferentes e demonstram que
os métodos apresentam boa precisao.

Os resultados da exatiddo dos métodos A, B e C estao na faixa
de 98,89 a 101,11%, 100,07 a 100,60% e 99,00 a 100,75%, respec-
tivamente, e confirmam que os métodos apresentaram uma Gtima
exatiddo (Tabela 4).

Tabela 2. Resultados do ensaio de repetibilidade de solugdo de
cloridrato de fluoxetina matéria-prima (amostra 2) na concentracio
de 250,00, 15,00 e 50,00 ug/mL para os métodos A, B e C, respec-
tivamente (n =6)

Método A Método B Método C
Meédia (ug/mL) 254,27 13,82 52,66
DP* 2,53 0,28 0,13
CV** (%) 1,00 2,03 0,25

Meétodo A: UV (proposto) Método B (Farmacopéia Brasileira) Método
C: CLAE (proposto). * Desvio padrdo. **Coeficiente de variacio

Tabela 3. Resultados da precisio intermedidria empregando cloridrato
de fluoxetina matéria-prima (amostra 2) na concentracgao de 250,00;
15,00 e 50,00 pg/mL para os métodos A, B e C, respectivamente

Analistas  Dia Método COPCEMIACE0  ppi oy (gp)
(ug/mL)n =6
A 254,27 2,53 1,00
1 B 13,82 0,28 2,03
C 52,66 0,13 0,25
! A 253,65 4,11 1,62
2 B 14,58 0,40 2,74
C 52,24 0,35 0,67
A 252,72 1,90 0,75
| B 13,34 0.36 270
C 49,78 0,30 0,60
2 A 257,71 5,36 2,08
2 B 13,37 0,32 2,39
C 50,15 0,25 0,50

Método A: UV (proposto), Método B (Farmacopéia Brasileira), Método
C: CLAE (proposto). * Desvio padrdo. **Coeficiente de variacao

Tabela 4. Resultados da porcentagem de recuperagio de padrio de clo-
ridrato de fluoxetina adicionado a amostra 1 para os métodos A, B e C

. . Quantidade
Método 3532;??3; /?r?[l,_) recuperada % recuperada (+ DP*)
(ug/mL) (n=3)
100,00 100,12 100,12 (= 0,03)
A 150,00 148,34 98,89 (= 0,02)
200,00 202,21 101,11 (= 0,04)
5,00 5,03 100,60 (+ 0,05)
B 10,00 10,03 100,30 ( 0,07)
15,00 15,01 100,07 (= 0,01)
30,00 29,70 99,00 (= 0,37)
C 40,00 40,30 100,75 ( 0,80)
50,00 50,10 100,20 (+ 0,49)

Método A: UV (proposto), Método B (Farmacopéia Brasileira),
Método C: CLAE (proposto). * Desvio padrdo
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Tabela 5. Resultados da avaliacdo da robustez do método A utili-
zando solucdo de cloridrato de fluoxetina 280,00 pg/mL (amostra 1)
variando-se o fornecedor de etanol absoluto

Fregonezi-Nery et al.
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Tabela 6. Avaliacdo da robustez do método C utilizando solu¢do
de cloridrato de fluoxetina 60 pg/mL (amostra 1) variando o pH da
fase modvel

Fornecedor de etanol absoluto Média (= DP*) CV** (%) Valor de pH Média (= DP*) CV** (%)
5,00 61,35 (£ 0,45) 0,73
A 279,86 (+ 2,71) 0.97 5,50 60.23 (+0,71) 1,18
5,80 60,64 (+ 0,46) 0,76
B 276,65 (£ 3,25) 1,17 6,00 60,56 (+ 0,52) 0,86
6,20 60,48 (+ 0,68) 1,12
C 276,34 (= 1,03) 037 6,50 61,36 (£ 0,48) 0,78
7,00 62,42 (+ 0,34) 0,54
* Desvio padrdo. **Coeficiente de variagdo * Desvio padrdo. **Coeficiente de variagdo
Tabela 7. Resultados estatisticos da robustez dos métodos A e C utilizando ANOVA fator dnico
Método Fonte da variagdo Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrado médio F* F_.. p
Fornecedores 2 22,83 11,41 1,80 5,14 0,243
A Residuo 6 37,95 6,33
Total 8 60,78
pH 6 10,36 1,73 6,17 2,84 0,003
C Residuo 14 3,97 0,28
Total 20 14,33

“nivel de significAncia p = 5%. “F de Snedocor. ™" valor significativo

Tabela 8. Resultado estatistico da comparacdo dos métodos A, B e C para determinacgdo de cloridrato de fluoxetina cdpsulas (amostra 1),

empregando ANOVA fator tnico

Método n Soma Média Variincia

A 6 596,51 99,42 1,77922

B 6 597,63 99,61 0,25163

C 6 601,15 100,19 1,44966

Fonte da variagdo Gl SQ MQ F valor-P F critico
M¢étodos 2 1,954133 0,977067 0,842177 0,450157 3,682320
Residuos 15 17,40252 1,160168

Total 17 19,35665

GL: graus de liberdade; SQ: Soma dos Quadrados; MQ: Quadrado médio, F de Snedocor; P: nivel de significancia p = 5%.

Tabela 9. Resultados de teor de cdpsulas de cloridrato de fluoxetina
20 mg do produto comercial (amostra 1) e manipulado (amostras 3,
4,5 e 6) utilizando o método espectrofotométrico no UV a 276 nm
na concentragdo de 268,32 ug/mL

Amostra Teor* (%)
1 100,80
3 98,93
4 100,43
5 98,19
6 99,06

* Média de 3 repeti¢des

Os resultados da avaliacdo da robustez dos métodos A e C estdao
apresentados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Os resultados do
estudo estatistico da robustez para os métodos A e C (Tabela 7), rea-
lizado através da ANOVA fator tinico ao nivel de 95% de confianca,
mostraram que ndo hd diferenca significativa (p = 0,243) entre os
trés fornecedores de etanol absoluto estudados para o método es-

pectrofotométrico, porém, para o método cromatografico, o estudo
do pH da fase mével demonstrou que ha diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,003). Aplicando o teste de Tukey verificou-se que
a fase mével com pH 7,00 apresenta diferenga estatistica em relagdo
aos outros pH estudados, sendo o método robusto com fase mével
de pH 5,00; 5,50; 5,80; 6,00; 6,20 e 6,50.

Para o método A o LD e LQ encontrados foram de 4,67 e 14,16
ug/mL, respectivamente, e para o método C o LD foi 3,29 e 0o LQ
9,96 ug/mL.

A andlise estatistica para compara¢do dos métodos A e C pro-
postos com o método oficial da Farmacopéia Brasileira (método B),
empregando ANOVA fator tinico, ndo apresentou diferenca estatisti-
camente significativa (p = 0,45) (Tabela 8). Assim, os métodos A e C
podem ser adequadamente empregados na quantificagio de cloridrato
de fluoxetina em cdpsulas comerciais e manipuladas.

A especificag@o de teor de fluoxetina em cdpsulas segundo os
compéndios oficiais®*é de 90,00 a 110,00% do valor declarado. Os
resultados do doseamento (Tabela 9) apresentam valores dentro dos
limites especificados, tanto para o produto comercial como para as
cdpsulas manipuladas.
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CONCLUSAO

Os métodos analiticos propostos para determinagdo de cloridrato
de fluoxetina em cdpsulas por CLAE e por UV sio especificos, exa-
tos, robustos e lineares na faixa de 40,00 a 80,00 ug/mL e 100,00 a
300,00 ug/mL, respectivamente. A aplicagdo da ANOVA fator tinico
indica que os métodos propostos sdo equivalentes estatisticamente
ao método oficial. O método espectrofotométrico, entretanto, quando
comparado ao método cromatografico € uma alternativa econdmica
e de facil execucdo, podendo ser utilizado em andlise rotineira de
controle de qualidade de cdpsulas de fluoxetina.
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