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SPECTROPHOTOMETRIC OLANZAPINE DETERMINATION IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS: METHOD
DEVELOPMENT AND VALIDATION. Spectrophotometric methods of zero order, first and second derived order had been developed
for olanzapine determination in tablets using ethanol and isopropanol as solvent. The two solvents revealed to be adequate. For the
three methods the calibration curve coefficient of correlation had been greater than 0.9998 with limit of detection varying from 0.068
t0 0.190 mg L, in ethanol, and 0.026 to 0.205 mg L, in isopropanol. The inter-day precision was inferior to 1.1 and 1.9 mg L™ for
ethanol and isopropanol, respectively. The average recoveries varied from 98 to 101%, in ethanol and 99 to 103% in isopropanol.
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INTRODUCAO

A olanzapina, 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)- 10H-tieno(2,3-b)
(1,5) benzodiazepina (Figura 1), € um agente psicotrépico perten-
cente a classe das tienobenzodiazepinas.' Foi obtida pela primeira
vez em 1982, na Inglaterra, por um grupo de pesquisadores da Eli
Lilly and Company a partir de modificagdes estruturais da clozapina.
Em 1986 comegou a despertar o interesse da industria farmacéutica
como alternativa hematologicamente mais segura ao tratamento com
clozapina e, em meados da década de 90, a olanzapina foi licencia-
da para comercializagio no mercado europeu e norte-americano.>?
No Brasil, somente em 1999 foi incluida na lista de medicamentos
excepcionais do Ministério da Sadde e, desde entdo, se tornou uma
das drogas mais utilizadas no tratamento dos sintomas positivos e
negativos da esquizofrenia e demais transtornos relacionados.*?

Essa substancia faz parte do grupo de drogas denominadas de ati-
picas ou de segunda gerag@o, cuja principal caracteristica € promover a
acdo antipsicdtica em doses nas quais os efeitos extrapiramidais nao se
manifestem de forma significativa,® porém, provoca efeitos adversos,
tais como ganho de peso (10% ou mais), sonoléncia e/ou sedagdo.>
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Figura 1. Estrutura da molécula de olanzapina

A olanzapina ndo € oficialmente registrada em nenhuma farma-
copéia,’ por isso torna-se necessdrio o desenvolvimento e a validagao
de um método analitico que seja capaz de quantificar o farmaco nas
especialidades farmac@uticas comercializadas no mercado. Existem na
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literatura cientifica vérios estudos visando a quantificacdo de olanzapina
em amostras bioldgicas e formulacoes farmacéuticas, dentre os quais se
destacam os métodos cromatograficos,® eletroforéticos, ! eletroquimi-
cos, ' espectrofotométricos,'*'? injegéio em fluxo,' cinéticos® e titulomé-
tricos.'? No entanto, a maioria destes métodos apresenta inconvenientes
como, por exemplo, uso de equipamentos caros,"! reagentes toxicos'*1?
e procedimentos demasiadamente complexos'!' e demorados que os
tornam pouco acessiveis e, em alguns casos, pouco viaveis.

Segundo as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria'
(ANVISA), a validagdo de um método deve assegurar, através de
estudos experimentais, que este atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar especificidade, linearidade, intervalo de trabalho, precisio,
sensibilidade, limite de quantificacdo e exatiddo adequadas a andlise.

O objetivo deste trabalho foi propor um método que possa
quantificar a olanzapina em formulagdes farmacéuticas através da
espectrofotometria molecular no ultravioleta, aliada a métodos deri-
vativos, comparando-o com os jd existentes na literatura. Os métodos
propostos foram validados de acordo com o guia da ANVISA da
resolucdo RE n°® 899 de 29 de maio de 2003.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Medicamentos

Foram estudadas as amostras de olanzapina na forma de compri-
mido, Zyprexa® (Eli Lilly and Company, Lote: A498769, validade:
03/2011) e uma produzida em uma planta piloto pelo Nicleo de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do Piaui (NTF/
UFPI), ambas a 10 mg.

Reagentes

Para calibragdo do método foi utilizada olanzapina de grau far-
macéutico (100,7 %, Gamma®), Lote: 050201, validade: 02/2008).
Os estudos foram realizados utilizando metanol 99,8% (Vetec),
etanol 99,5% (Synth e Nuclear), isopropanol 99,5% (Synth, Vetec e
Reagen), propanol 99,0% (Vetec), butanol 99,0% (Reagen) e dlcool
butilico tercidrio 99,0% (Dindmica). Para o estudo do pH foram uti-
lizados acido cloridrico (Vetec) e hidroxido de sédio (Vetec). Todos
os reagentes utilizados foram de grau P.A.
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Para o estudo dos interferentes, foram empregados os excipientes
diéxido de silicio coloidal (Pharma®), croscarmelose sddica (Min-
2ai®), celulose microcristalina 102 (Mingai®), estearato de magnésio
(Facispa®) e lactose anidra, os quais foram utilizados para a produgao
dos comprimidos na planta piloto do NTF.

Equipamentos

As medidas espectrofotométricas foram realizadas no espectro-
fotdmetro Hitachi U-3000. Para o estudo de precisdo interlaboratorial
foi usado o espectrofotometro Techcomp UV8500. Para as medidas
de pH foi utilizado pHmetro Tecnal Tec-3MP. Para a centrifugacao das
amostras foi empregada a centrifuga Sigma 6-15. As massas foram
medidas em uma balanga analitica digital Denver Instrument APX 200.

Programas computacionais

Para a construcio dos graficos e tratamento estatistico dos dados
foram utilizados os programas Origin 7.5 (OriginLab) e SPSS 15.0
for Windows (SPSS Inc.). Para derivagdo dos espectros foi utilizado
o programa UVO00 do espectrofotdmetro Hitachi U-3000.

Metodologia

Robustez

A robustez do método foi avaliada através dos seguintes para-
metros: estabilidade das solugdes, efeito do pH sobre o espectro de
absorcdo e variagdo na marca do solvente.

Para o estudo de estabilidade foram preparadas solucdes estoque
de olanzapina a 100 mg L' em etanol ou isopropanol. Cada solugio
estoque foi distribuida em trés frascos de mesmo volume, sendo um
deles transparente e os demais ambares. A solugdo armazenada no frasco
transparente foi mantida sobre a bancada do laboratério exposta a luz
ambiente (natural e artificial), durante o dia, e as demais foram envolvidas
em papel aluminio. Destas duas solugdes protegidas da luz, uma foi man-
tida a temperatura ambiente média de 25,0 + 5,0 °C e a outra refrigerada
auma temperatura média de 4,0 + 3,0 °C. As solugdes foram diluidas a
10 mg L' e os espectros foram obtidos diariamente durante um periodo
de 10 dias e, posteriormente, a cada 5 dias, até completar 30 dias. Os
resultados obtidos foram avaliados pela anélise de varidncia'> (ANOVA,
p =0,05) no comprimento de onda de maxima absorgao (A, )dabanda
estudada e de mais 20 pontos experimentais localizados ao redordo A, .

O efeito do pH sobre a absorbancia foi realizado usando solu-
¢oes preparadas com os dois solventes. Inicialmente prepararam-se
solugdes a 250 mg L' de olanzapina, sendo posteriormente diluidas
a 10 mg L"'. Em seguida, o pH da solug¢ao foi ajustado com solugdes
de HCl a 0,01 mol L' ou NaOH a 0,01 mol L"! para obtencdo do pH
dcido e basico, respectivamente. Os resultados obtidos foram avalia-
dos pela andlise de variancia'®> (ANOVA, p = 0,05) no comprimento
de onda de médxima absorcio da banda estudada e de mais 20 pontos
experimentais localizados ao redor do A, .

O efeito da mudanga de marca foi realizado com solugdes a 10 mg
L', em cada solvente, obtidos de diferentes fabricantes. Os resultados
obtidos foram avaliados pela andlise de varidncia'> (ANOVA, p =0,05)
no comprimento de onda de méaxima absor¢do da banda estudada e de
mais 20 pontos experimentais localizados ao redor do A, _ .

Seletividade

A seletividade do método foi realizada avaliando os espectros
dos excipientes utilizados na produgdo dos comprimidos de olanza-
pina do NTF, em etanol e isopropanol, nas seguintes concentra¢des:
lactose anidra (312,0 mg L"), croscarmelose sédica (3,75 mg L),
estearato de magnésio (2,5 mg L), didxido de silicio coloidal (2,5
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mg L) e celulose microcristalina 102 (231,5 mg L!). O perfil dos
espectros foi avaliado e comparado com o espectro de uma solugio
de olanzapina a 10,0 mg L.

Linearidade

Os espectros foram obtidos empregando-se os seguintes parame-
tros: intervalo de varredura 190 a 400 nm, velocidade de varredura
300 nm min’', a leitura foi realizada a cada 0,5 nm, abertura de fenda
2,0 nm, lampada de deutério, linha de base system, cubeta de quartzo
com caminho épticode 1 cme solvente (etanol ou isopropanol) como
branco. Prepararam-se solu¢des com concentragdes no intervalo de
5,0 a 50,0 mg L. Os espectros de ordem zero (OZ) para cada uma
das solugdes foram suavizados em 15 pontos e, posteriormente, de-
rivados utilizando-se o programa UV0O para obtencdo dos espectros
de 1° (1ID), 2* (2D), 3* (3D) e 4* (4D) ordem de derivada, com AA
variando de 1 a 10 nm.

Para o espectro de ordem zero, foi determinada a absorbancia
em A_ . Para os espectros derivados, foram obtidos os valores das
derivadas nos comprimentos de onda correspondentes a0 maximo
ou minimo (dependendo da ordem da derivada) da banda. Para cada
comprimento de onda selecionado, foi construida uma curva calibra-
¢a0, correlacionando o sinal (absorbancia ou derivada) em fung¢do da
concentragdo. As equagdes das retas foram obtidas através do método
dos minimos quadrados.

Preparo das solucées da amostra

Inicialmente os comprimidos a serem triturados foram pesados
para obtencdo da massa média que possibilita o cdlculo da quantidade
de amostra adequada para as andlises.

Para o preparo da amostra Zyprexa®, pesaram-se de 5 a 7 com-
primidos e colocou-se em um tubo de ensaio, o qual foi imerso em
nitrogénio liquido por um periodo de 20 a 30 min; em seguida, os
comprimidos foram triturados em almofariz e homogeneizados.
Pesou-se 0,2121 g do sélido pulverizado e preparou-se 50 mL de
solug@o estoque em etanol ou isopropanol, com concentracdo final
de 100 mg L' de olanzapina. Como as particulas dos excipientes em
suspensdo eram muito pequenas e ndo precipitaram, houve neces-
sidade de centrifugagdo por um periodo de 30 min a 2.500 rpm. O
sobrenadante foi separado e mantido em frasco ambar a temperatura
ambiente.

Para a amostra do NTF, pesou-se de 5 a 7 comprimidos, triturou-
se e homogeneizou-se. Pesou-se 0,1235 g do sélido pulverizado e
preparou-se 50 mL de solugdo estoque em etanol ou isopropanol,
com concentrag¢do de 200 mg L' de olanzapina. Como as particulas
suspensas dos excipientes, para essa amostra, eram maiores que no
caso do Zyprexa®, elas precipitaram naturalmente apds repouso por
30 min, protegidas da luz e a temperatura ambiente, ndo havendo
necessidade de centrifugac@o. O sobrenadante foi separado e mantido
em frasco ambar a temperatura ambiente.

Limites de detec¢do e quantifica¢do

Os limites de detec¢do e quantificagéo'® foram calculados, respec-
tivamente, pelas expressdes: LOD =3.,3.s/be LOD = 10.s/b, onde s
¢é a estimativa do desvio padrio do sinal do branco e b € a inclinagio
ou coeficiente angular da curva de calibragdo. Para obtencdo destes
limites foram obtidos 21 espectros do branco.

Precisdo

Os ensaios de precisio!®!” foram realizados com amostras do com-
primido Zyprexa®. A precisdo intradia foi avaliada em trés niveis de
concentragio e em triplicata através do valor do desvio padrdo relativo
(DPR). As solugdes estoque foram preparadas conforme especificado
no tépico Preparo das solu¢des da amostra. Para o estudo foram
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utilizadas concentracdes de 5,0; 10,0; 15,0 mg L' de olanzapina.

A precisdo interdia foi realizada apds 2 dias, por um segundo
analista, no mesmo laboratério, utilizando o mesmo espectrofotd-
metro (Hitachi).

Os ensaios interlaboratoriais foram desenvolvidos no laboratério
da Farmdcia Escola da UFPI, por um terceiro analista, utilizando outro
espectrofotdmetro (Techcomp). Para todos os experimentos adotou-
se o mesmo procedimento experimental e a concordancia entre os
resultados foi avaliada através do teste F e teste ¢ pareado (p = 0,05).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Exatiddo

A exatiddo'*!” em etanol e isopropanol foi avaliada segundo o
teste de adi¢@o e recuperagdo de padrio, em trés niveis de concen-
trag@o. Para o comprimido Zyprexa®, transferiu-se quantitativamente
0,1061 g da amostra pulverizada para trés baldes volumétricos de 25
mL. Adicionou-se 2,5; 5,0 e 7,5 mL da solucdo padrio estoque de
concentracao 500 mg L. Apds o volume completado, a solugao foi
centrifugada por um periodo de 30 min a 2.500 rpm. Aliquotas de 1,0
mL de cada uma das trés solucdes foram transferidas para baldes de
10 mL e os volumes completados com o solvente, obtendo-se con-
centragdes finais de 5,0; 10,0; 15,0 mg L' de padrao e de 10,0 mg L"!
de olanzapina da amostra. Para os comprimidos do NTF, preparou-se
uma solugdo a 200 mg L' e, apés decantagdo dos excipientes, retirou-
se 0,5 mL da solugdo sobrenadante e transferiu-se para trés baldes de
10 mL. Em seguida, adicionou-se 0,5; 1,0 e 1,5 mL de solucio padrio
a 100 mg L', obtendo concentracdes finais de 5,0; 10,0; 15,0 mg L™
de padrdo e 10,0 mg L' de olanzapina da amostra. Estes processos
foram realizados em triplicata e a exatidao do método foi dada em
termos de porcentagem de recuperagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A olanzapina € insoldvel em dgua, mas solivel em meio dcido
e em solventes, como dlcoois.'""” Na literatura®'®'? sdo descritos
métodos que utilizam metanol como solvente para andlise espectro-
fotométrica de olanzapina na regido do ultravioleta. Dos solventes
testados a olanzapina apresentou boa solubilidade em metanol, etanol,
propanol, isopropanol, butanol e dlcool butilico tercidrio, sendo que
alguns espectros foram bastante semelhantes. Desses solventes, op-
tou-se por trabalhar apenas com etanol e isopropanol, descartando-se
metanol pela sua toxicidade, butanol e alcool butilico terciario, devido
a sua viscosidade, e proponal por apresentar espectro de absor¢do da
olanzapina semelhante ao obtido para solucdo etandlica. Observa-se
que o espectro obtido para olanzapina em etanol (Figura 2) apresenta
trés bandas bem definidas (272,5; 226,5 e 208,5 nm) e em isopropanol
(Figura 3) duas bandas (273,0 e 226,5 nm). Estas sdo resultado de
transi¢oes do tipo T — 1*," caracteristicas de compostos orginicos
que possuam liga¢des duplas conjugadas, e podem ser usadas para
andlise quantitativa.

Das trés bandas do espectro da olanzapina em etanol (Figura
2), apenas duas sdo adequadas para andlise quantitativa. A banda a
208,5 nm sofre deslocamento batocrdmico com o aumento da con-
centracdo, o que resulta em desvio da Lei de Beer. Outro fator que
torna invidvel o uso dessa banda € que o etanol absorve!? abaixo de
210 nm, causando interferéncia na analise.

Derivou-se os espectros de ordem zero, pois a espectrofotome-
tria derivativa, que tem sido utilizada na andlise de farmacos,??!
pode eliminar sinais de substancias interferentes, como excipientes,
aumentando a seletividade do método. Os espectros da 3D e 4D apre-
sentaram muito ruido, mesmos apds a suavizagdo, o que resulta em
desvio elevado nas medidas e, portanto, sdo inadequados para andlise
quantitativa. Os espectros da 1D e 2D (Figuras 2 e 3) apresentaram
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pouco ruido apds a suavizagdo e houve aumento do sinal com rela-
¢do ao espectro de ordem zero. Observou-se que, com 0 aumento de
A\ no cdlculo da derivada, ocorre uma diminuic@o dos detalhes do
espectro e as bandas se tornaram mais intensas e com menos ruido,
portanto, todas as analises foram realizadas utilizando A\ = 10. Em
etanol, a derivada de primeira ordem apresenta apenas uma banda a
296,5 nm e a de segunda ordem possui duas bandas, em 310,0 € 275,0
nm (Figura 2). Em isopropanol foram utilizados os sinais em 297,0
nm, no espectro de primeira ordem, e em 310,0 e 275,5 nm, para o
espectro de segunda ordem de derivada (Figura 3).
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2 - 1* derivada
1,04 3 - 2" derivada|"

Intensidade do sinal

—
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Figura 2. Espectro no ultravioleta de olanzapina em etanol (1); primeira
derivada do espectro (2) e segunda derivada do espectro (3)
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Figura 3. Espectro no ultravioleta de olanzapina em isopropanol (1); primeira
derivada do espectro (2) e segunda derivada do espectro (3)

Robustez

Estabilidade

O estudo da estabilidade da olanzapina, em ambos os solventes,
a partir do espectro de ordem zero, mostrou que até o 30° dia as
solucdes, protegidas da luz, a temperatura ambiente ou sob refri-
geracdo, permanecem com absorbancias estatisticamente iguais,
de acordo com andlise de varincia®® (ANOVA, p= 0,05). No en-
tanto, as amostras que permaneceram expostas a luz apresentaram
diminui¢do progressiva do sinal a partir do 4° dia, em etanol, para
a banda em 272,5 nm e do 10° dia, em isopropanol, na banda em
273,0 nm (Figura 4).
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Figura 4. Absorbadncias das solugées de olanzapina na presenga de luz: em
etanol 272,5 nm (1); em etanol 226,5 nm (2); em isopropanol 273,0 nm (3)
e em isopropanol 226,5 nm (4)

Foi observado que durante o periodo de andlise a cor da
solug@o que era amarela tornou-se mais intensa, indicando uma
fotodecomposicdo da olanzapina. Isso mostra que uma solugdo
de olanzapina apresenta sensibilidade luz, porém, quando prote-
gida da mesma, pode ser estocada em temperaturas médias que
variam de 4,0 + 3,0 °C (temperatura da geladeira) a 25,0 £ 5,0 °C
(temperatura ambiente).

Efeito do pH sobre o espectro de absor¢cdo

A Figura 5 mostra que o comportamento do sinal analitico
¢ bastante similar para os dois solventes. Observa-se, em todos
os casos, que em pH acima de 8,0 ndo hd mudanga significativa
(ANOVA, p = 0,05) na absorbancia nos comprimentos de onda
estudados, o que indica que o método possui uma boa tolerancia
ao aumento do pH.

Embora em pH acima de 8,0 haja estabilidade no sinal do espectro
de olanzapina para as bandas estudadas, em ambos os solventes, optou-
se por ndo se realizar o ajuste do pH, pois com adi¢@o de solugdo aquosa
de NaOH h4 diminui¢ao na solubilidade da olanzapina. O pH da solucdo
de olanzapina a 10 mg"! € 7,33, em etanol, e 7,66, em isopropanol,
bastante proximo daquele da regido em que o sinal € estdvel. Em pH
4acido foi observado que o sinal varia em ambos os solventes, devido a
uma possivel reaciio dcido base da olanzapina com HCI.

Efeito da mudanga de marca do solvente

Utilizando diferentes marcas de solventes, ndo houve alteragdo
significativa (ANOVA, p = 0,05) na banda a 272,5 nm, em etanol,
e 273,0 nm, em isopropanol. Na banda em 226,5 nm, em ambos os
solventes, observou-se que, com a mudanca de marca, houve uma
pequena varia¢do na intensidade do sinal analitico que pode ser
atribuida a diferenca na pureza dos solventes de diferentes marcas.

pH

Figura 5. Absorbdncias das solugdes de olanzapinaem diferentes pH: em
etanol 272,5 nm (1); em etanol 226,5 nm (2); em isopropanol 273,0 nm (3)
e em isopropanol 226,5 nm (4)

Seletividade

Os estudos com os excipientes mostraram que nenhum deles
apresenta solubilidade aprecidvel nos solventes utilizados; foi ob-
servado que a maioria precipitou, exceto o estearato de magnésio
que permaneceu suspenso causando leve turbidez. A andlise visual
dos espectros das solucdes dos excipientes, nos solventes estudados,
mostra que nenhum deles absorve nos comprimentos de onda nos
quais a olanzapina apresenta banda, portanto, ndo causam interfe-
réncia nestes sinais. Em concentra¢des mais elevadas foi observado
que a suspensdo de estearato de magnésio se torna mais turva levando
ao aumento do sinal analitico em toda a regido espectral, devido ao
espalhamento da radiacdo, podendo afetar a exatiddo e precisdo dos
métodos. Esta interferéncia foi removida através da separacio dos
excipientes por centrifugagdo e decantagio.

Linearidade, limites de deteccio e de quantificacio

As Tabelas 1 e 2 apresentam os parametros das curvas de calibracao
obtidas usando etanol e isopropanol como solvente. Através das equa-
¢oes das retas, observa-se que, tanto em etanol como em isopropanol,
houve aumento da inclinacdo da curva de calibracio e, consequente-
mente, na sensibilidade dos métodos derivados. Para todas as curvas de
calibrag@o, os coeficientes de correlac@o foram maiores que 0,9998, os
quais sao melhores que o obtido por Jasifiska e Nalewajko' (r=0,9983)
que utilizaram reacdes de oxidagao da olanzapina para obter um pro-
duto de coloragdo rosa-violeta. Os métodos desenvolvidos apresentam
linearidade melhor que as estabelecidas pela ANVISA™ (r > 0,99).

No estudo em etanol, 0 método OZ em 272,5 nm apresentou 0s
menores limites de detecgiio e de quantificaco, 0,068 e 0,208 mg L™,
respectivamente, e no estudo em isopropanol os menores limites de

Tabela 1. Parametros de calibracdo para os métodos analiticos propostos para quantificar olanzapina utilizando etanol como solvente

Método A (nm) Equagdo r LOD (mg L") LOQ(mg L") LOL (mg L")
oz 272,5 A = 0,003 + 0,064C 0,9999 0,068 0,208 50,0
oz 226,5 A = 0,018 +0,076C 0,9999 0,190 0,576 45,0
1D 296,5 D1=-0,004 - 0,116C -0,9999 0,085 0,259 50,0
2D 310,0 D2= 0,004 + 0,108C 0,9999 0,159 0,482 50,0
2D 275,0 D2=-0,007 - 0,136C -0,9998 0,168 0,510 50,0

OZ — Ordem zero, 1D - Primeira ordem e 2D Segunda ordem. LOD — Limite de detec¢do, LOQ — Limite de quantificacdo e LOL — Limite de linearidade
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Tabela 2. Parametros de calibragio para os métodos analiticos propostos para quantificar olanzapina utilizado isopropanol como solvente

Determinacdo de olanzapina em formulag¢des farmacéuticas

Método A (nm) Equacdo r LOD(mg L") LOQ(mgL") LOL (mg L")
oz 273,0 A = 0,026 + 0,064C 0,9999 0,170 0,516 50,0
oz 226,5 A = 0,043 +0,075C 0,9998 0,205 0,620 45,0
1D 297,0 D1=-0,029 - 0,116C -0,9999 0,106 0,321 50,0
2D 310,0 D2= 0,029 + 0,110C 0,9999 0,040 0,123 50,0
2D 275,5 D2=-0,036 - 0,140C -0,9999 0,026 0,081 50,0

OZ - Ordem zero, 1D - Primeira ordem e 2D Segunda ordem. LOD — Limite de detec¢io, LOQ — Limite de quantificacdo e LOL — Limite de linearidade

Tabela 3. Precisao intradia, interdia e interlaboratorial para os métodos utilizando etanol como solvente

Precisdo Intradia Analista 1 Precisdo Interdia Analista 2 Precisdo Interlab. Analista 3
Método (A, nm)
Concentragdo (mg L) DPR" (%) Concentragdo (mg L) DPR’ (%) Concentragdo (mg L) DPR" (%)
5,0 0,6 5,0 0,9 5,0 4.8
oz 10,0 0,9 10,0 0,8 10,0 3,8
272.5) , , , E , s
15,0 0,7 15,0 1,1 15,0 2,2
5,0 0,9 5,0 1,3 5,0 4.4
oz 10,0 0,7 10,0 0,8 10,0 4,0
(226,5) ’ ’ ’ ’ ’ ’
15,0 1,1 15,0 1,0 15,0 2,6
5,0 0.4 5,0 0,6 5,0
1D
10,0 0,1 10,0 0,1 10,0
(296,5)
15,0 0,7 15,0 0,8 15,0
5,0 0,6 5,0 0,8 5,0
2D
10,0 0,5 10,0 0,6 10,0
(310,0)
15,0 0,9 15,0 0,7 15,0
5,0 0,7 5,0 1,0 5,0
b 10,0 1,0 10,0 0,7 10,0
(275.0) s y ) X ,
15,0 0,8 15,0 1,0 15,0

DPR — Desvio padrdo relativo. OZ — Ordem zero, 1D - Primeira ordem e 2D Segunda ordem

detecgio (0,026 mg L) e de quantificagio (0,081 mg L") foram obtidos
para o método 2D em 275,5 nm. Estes valores sdo menores que os dos
métodos espectrofotométricos'™!! que utilizam reagentes t6xicos e rea-
¢des (>0,5 uyg mL), elétroforéticos'® (> 0,3 ug mL™") e voltamétricos' (>
3,0 ug mL"), porém maiores quando comparados aos dos métodos cro-
matogréficos®® (HPLC) que apresentam valores inferiores a 10 ng mL™".

Precisao

O estudo de precisao foi realizado somente com as solucdes do
comprimido Zyprexa®, pois esta amostra é mais complexa e envolve
mais etapas no processo de preparo. Os resultados para as precisdes
intradia, interdia e interlaboratorial encontram-se na Tabela 3.

Observa-se que, para todos os métodos usando etanol como
solvente, os desvios- padrdo relativos (DPR) foram menores que o
maximo estabelecido pela ANVISA™ (5,0 %). A preciséo interme-
diaria foi avaliada comparando-se os resultados obtidos entre dois
analistas, em dias distintos, no mesmo laboratorio. Isto foi realizado
a fim de se verificar se no mesmo laboratério o método fornece os
mesmos resultados.'® A comparagao, através teste F e teste ¢ pareado
(p = 0,05), mostrou ndo haver diferenca significativa nos resultados
obtidos pelos dois analistas.

Para avaliar o grau de reprodutibilidade dos métodos propostos,
foi realizado um ensaio interlaboratorial no laboratério da Farmacia
Escola da UFPI, por um analista que nunca havia trabalhado com o
método e o executou em todas as etapas, desde o preparo da amostra,

obtencdo dos espectros, constru¢ido da curva de calibraco, até os
ensaios de precisdo. Observa-se, na Tabela 3, que os desvios-padrio
relativos foram maiores quando comparados aos dos ensaios intra e
interdia, o que j4 era esperado devido as limitagdes do espectrofotd-
metro (Techcomp) utilizado pelo analista 3, que nio permitia ajuste
das condigdes de varredura, como abertura de fenda, intervalo de
comprimento de onda e leitura e velocidade de varredura. O estudo
foi realizado apenas para ordem zero, pois 0 programa computa-
cional do equipamento ndo permitia a variagdo do valor de AA na
derivacdo do espectro, o que representa uma limitacdo dos métodos
derivativos. Outro fator que pode ter levado a desvios maiores € que
o analista 3 nunca havia aplicado os métodos, diferentemente dos
analistas 1 e 2 que os desenvolveram. Apesar disso, os valores de
DPR ficaram abaixo do limite maximo estabelecido pela ANVISA
(5,0%). Comparando os valores encontrados neste ensaio com o teste
de repetitividade (interdia) através da aplicagdo do teste F e teste ¢
pareado (p = 0,05) observa-se ndo haver diferenca significativa entre
os resultados encontrados para estes dois testes podendo, portanto,
ser considerados estatisticamente iguais.

A Tabela 4 mostra os resultados de precisdo utilizando isopro-
panol como solvente. Os valores de DPR indicam que os métodos
possuem uma boa precisdo (DPR < 5,0%) nos trés niveis de con-
centragdes estudados. Verificou-se, pelos resultados dos ensaios
interdia, que todos os métodos sdo precisos com a alteragdo de dia
e de analista e produzem resultados que nio se diferenciam signi-
ficativamente (Teste ¢ pareado e teste F, p = 0,05). Na avaliacdo da
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Tabela 4. Precisdo intradia, interdia e interlaboratorial para os métodos utilizando isopropanol como solvente
Precisao Intradia Analista 1 Precisdo Interdia Analista 2 Precisdo Interlab. Analista 3
Método (A, nm)
Concentragdo (mg L) DPR" (%) Concentragao (mg L) DPR" (%) Concentragdo (mg L) DPR" (%)
5,0 0,7 5,0 1,8 5,0 2.4
oz
10,0 1,2 10,0 1,1 10,0 2,1
(273,0)
15,0 1,6 15,0 1,3 15,0 2,6
5,0 1,0 5,0 1,5 5,0 45,7
0z 10,0 1,1 10,0 2,0 10,0 239
(226,5) ’ ’ ’ ’ ’ ’
15,0 1,6 15,0 1.8 15,0 21,9
5,0 0,9 5,0 1,0 5,0
1D 10,0 1.4 10,0 1.4 10,0
(297.0) \ E ) ; )
15,0 1,1 15,0 2,0 15,0
5,0 1,3 5,0 1,1 5,0
2D
10,0 0,9 10,0 22 10,0
(310,0) ’ ’ ’ ’ ’
15,0 1.6 15,0 1.6 15,0
5,0 1,6 5,0 1,9 5,0
2D 10,0 1.9 10,0 1.4 10,0
275.5) \ s } ; )
15,0 1,2 15,0 2,1 15,0

OZ — Ordem zero, 1D - Primeira ordem e 2D Segunda ordem. DPR — Desvio padrio relativo

precisdo interlaboratorial, somente a banda em 273,0 nm apresentou
resultados satisfatérios (com DPR < 5,0%) e estatisticamente iguais
aos do ensaio inter-dia (Teste ¢ pareado e teste F, p = 0,05). Os
desvios obtidos para a banda a 226,5 nm foram bastante elevados,
dessa forma esse comprimento de onda nao € adequado para andlise
usando isopropanol como solvente. Este fato pode ser atribuido as
limitagdes do equipamento utilizado nesse ensaio, visto que com o
uso do espectrofotometro Hitachi as precisdes foram satisfatérias em
ambos os comprimentos de onda.

Comparando-se o valor do desvio padrdo relativo, verifica-se
que os métodos utilizando etanol como solvente sdo mais precisos,
porém todos os métodos propostos sio similares em termos de pre-
cisdo aos métodos espectrofotométricos que utilizam rea¢des com
a olanzapina'' (precisdo intradia DPR = 0,62% e precisdo interdia
DPR =1,57%) descritos na literatura e mais precisos que os métodos
por difra¢do de raio-X?>? (precisao intradia DPR = 2,1% e precisao
interdia DPR = 7,8%).

Exatidao

Nos estudos das amostras comerciais observou-se que o preparo
do comprimido Zyprexa® envolve vdrias etapas. O comprimido
possui um revestimento dificil de ser triturado, levando a grande
heterogeneidade da amostra ap6s pulverizacdo, afetando diretamente
areprodutibilidade das réplicas amostrais. Outro problema € que, ao
serem dissolvidas em ambos os solventes, formavam suspensdes com
uma forte turbidez e os primeiros ensaios de recuperagao mostraram
valores que variaram de 110 a 114%, em fung¢do do espalhamento da
radiagdo causado pelas particulas suspensas. O valor de DPR referente
as replicatas, em cada nivel, ficou entre 3,4 e 10,4% evidenciando o
baixo grau de reprodutibilidade da amostra em fung@o de sua pouca
homogeneidade. A derivac¢@o dos espectros resultou apenas em pe-
quena diminuicao das recuperagdes (107 e 109%), mas com elevado
valor de DPR. A fim de melhorar a homogeneidade da amostra,
congelaram-se os comprimidos em nitrogénio liquido por cerca de 20
a 30 min, o que tornou o revestimento quebradico, possibilitando-se
sua trituracdo e melhor homogeneizagao.

Vdrios autores realizaram separa¢do dos excipientes antes da
andlise quantitativa da olanzapina. Raggi et al.'’ realizaram operagdes
como extra¢do, ajuste do pH, uso de banho ultrassonico, filtracio e
centrifugacdo. Neste trabalho, foram testadas a solubilizacdo dos
excipientes em banho ultrassonico e a filtragdo em papel de filtro e
12 de vidro para a separag@o, no entanto, ambas se mostraram pouco
eficientes, principalmente a filtracdo que foi muito lenta. Com a
centrifugacdo houve total precipitagdo dos sélidos e obtencdo de
uma solug@o sobrenadante amarela transparente, por isso este foi o
procedimento adotado para a remoc@o da interferéncia dos excipientes
dos comprimidos de Zyprexa. As recuperacdes médias obtidas (Tabela
5), nos trés niveis de concentragdo, variaram de 98 a 101% em etanol
e de 99 a 103% em isopropanol. Isto mostra que, durante o processo
de separa¢do dos excipientes, ndo houve perda do padrio adicionado,
pois as recuperacdes médias apresentaram valores adequados, com
redugdo do DPR, assim as diferengas observadas nas recuperacdes
sdo relacionadas apenas a erros aleatérios.

O procedimento completo de preparo da amostra pode ser simplifi-
cado para os comprimidos do NTF. Nao foi necessdrio o congelamento
da amostra e nem a centrifugagio porque além desta ndo possuir re-
vestimento, o que possibilitava a melhor homogeneizagdo da amostra,
0s excipientes precipitam quantitativamente, podendo ser facilmente
separados. As recuperagdes ficaram entre 99 e 103 % em etanol e entre
98 e 103% em isopropanol, com DPR inferior a 5,0%, mostrando que,
com esse modo de preparo da amostra, ndo houve interferéncia dos
excipientes. Esses resultados sdo semelhantes aos descritos na literatura
para andlise de olanzapina em formulac¢des farmacéuticas. !

Os métodos propostos aparecem como novas alternativas para
quantifica¢do da olanzapina em formulacdes farmacéuticas na forma
de comprimido. Eles mostraram-se mais acessiveis que os descritos na
literatura, uma vez que envolvem equipamentos mais simples, baratos
e de facil manipulagdo. Sao também mais seguros e baratos, visto que
empregam reagentes de baixa toxicidade e de baixo custo. Os métodos
inovam quanto ao preparo da amostra, pois com o congelamento, sem
nenhum equipamento especial, obtém-se homogeneidade adequada. Os
longos processos como extragio e filtracdo, para eliminagdo dos interfe-
rentes (excipientes), sdo substituidos por centrifugacao, garantindo mais
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Tabela 5. Teste de adicdo e recuperagio de padrdo para os métodos propostos

Etanol Isopropanol

Método Adicionado Rec. Rec. DPR Método Adicionado Rec. Rec. DPR

(A, nm) (mg L (mg L (%) (%) (A, nm) (mg L' (mg L' (%) (%)

oz 01w os oz 100 5w 2

79 ;) E ) 279 ) , 8

(272.5) 15,0 15,1 101 0,9 (272.5) 15,0 15,1 101 11

101 4 1 102 1
oz 15600 15(;01 1 8 1 (3)’9 oz 15(;00 ;’9 909 2’2
(226.5) 15,0 15,3 101 1,0 (226.5) 15,0 15,1 101 2,0
1,1 4 2
i 100 0o w0 s 10 100 5o 0o
(296.5) 15,0 15,1 101 0,9 (297.0) 15,0 14,9 99 1,2
5,0 4 8 1,1 5,0 52 103 2,8

2D ’ 9 o 2D

(310.0) 10,0 10,0 100 22 (310.0) 10,0 10,2 102 1,0
’ 15,0 15,0 100 0,8 ’ 15,0 15,3 102 0,4

5,0 52 101 22 5,0 5,0 99 34

2D oz

275.0) 10,0 10,3 101 2,7 275.5) 10,0 10,1 101 1,8
’ 15,0 15,3 100 1,3 ’ 15,0 15,2 101 1.4

DPR — Desvio padrdo relativo. OZ — Ordem zero, 1D - Primeira ordem e 2D Segunda ordem. Rec. Recuperacdes médias

rapidez e seletividade. O processo de andlise € realizado diretamente a
partir do sinal do espectro obtido, sem requerer nenhum tipo de rea¢ao
com a olanzapina. O emprego da espectrofotometria derivativa mostrou
ser uma boa alternativa para o aumento da sensibilidade do método, no
entanto, todos apresentaram resultados estatisticamente equivalentes,
com boa exatiddo e precisdo. O método de ordem zero, devido a sua
simplicidade, € facilmente aplicado. O uso do etanol como solvente &
mais indicado que o isoproponol, devido a sua menor toxicidade e por
conferir menor custo a andlise. Os métodos desenvolvidos podem ser
empregados em controle de qualidade da matéria-prima e do produto
final (comprimidos) de olanzapina em industrias farmacéuticas, uma
vez que foram validados atendendo as exigéncias do guiada ANVISA
RE n° 899/2003.

CONCLUSAO

Os métodos desenvolvidos mostraram-se simples, seguros e
confidveis. A validacdo comprova que sio seletivos e robustos com
relagdo a mudanga de temperatura, pH e marca dos solventes. A
aplicac@o da espectrofotometria derivativa resultou em aumento da
sensibilidade de alguns dos métodos, no entanto todos (OZ, 1D, 2D)
tiveram resultados equivalentes nos dois solventes estudados. Os
métodos apresentaram-se mais exatos e precisos quando comparados
a alguns descritos na literatura para a quantificagdo de olanzapina
em formulacdes farmacéuticas na forma de comprimido, podendo
ser utilizados para controle de qualidade da industria farmacéutica.
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