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RAPID DETERMINATION OF OSELTAMIVIR IN CAPSULES BY ULTRA PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
WITH PHOTODIODE ARRAY DETECTOR. A simple and rapid ultra-performance liquid chromatographic method for determination
of oseltamivir in capsules was developed and validated. The mobile phase consisted of 5 mmol/L triethylammonium buffer (pH 3.0)

and acetonitrile (70:30, v/v). Separation was performed in a Hypersil Gold® column, with octylsilil as stationary phase (100 x 2.1
mm, p.d. 1.9 um). Chromatography run time was 1.2 min. The method presented adequate specificity, linearity, precision, ruggedness
and accuracy and was adequate for determination of oseltamivir in capsules.
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INTRODUCAO

O Oseltamivir (OSV) € o primeiro inibidor oral seletivo da neu-
roaminidase disponivel para a profilaxia e o tratamento da influenza
A e B, sendo um pré-fairmaco rapidamente hidrolisado via esterases
hepdticas a seu metabdlito ativo, o carboxilato de oseltamivir.! Sua
férmula estrutural € apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Formula estrutural do Oseltamivir

O OSV foi desenvolvido pela Gilead Sciences e inicialmente
comercializado pela Hoffmann La Roche sob o nome comercial de
Tamiflu , disponivel na forma de fosfato de oseltamivir em cdpsulas
com 30, 45 ou 75 mg ou suspensao oral com 12 mg/mL.>* Segundo
a Organizacio Mundial da Satide (OMS), a dose recomendada para o
tratamento de adultos € de 75 mg duas vezes ao dia, por um periodo
de 5 dias, e, para a profilaxia € de 75 mg uma vez ao dia, por pelo
menos 7 dias.*

No ano de 2009, durante o surto mundial de gripe causado pelo
virus influenza A HIN1, foram oficialmente notificados mais de
414.945 casos de pessoas infectadas, dentre os quais pelo menos 5.000
foram a ébito até o dia 27/9/2009.° Em decorréncia do aumento da
demanda mundial por este medicamento, atualmente considerado o
principal agente antiviral disponivel para combater epidemias graves
ou surto de pandemia de gripe, outras empresas farmacéuticas em di-
ferentes pafses estao produzindo OSV sob licenga da Roche®.!? Além
disso, existem ainda diversos relatos da comercializacio irregular de
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produtos similares de baixa qualidade, com quantidades alteradas do
principio ativo e, até mesmo, de produtos falsificados.®

Sabe-se que o tratamento com medicamentos de qualidade
inadequada pode levar a falha terapéutica, causando sérios danos
a saide do paciente.” Desta forma, € importante a disponibilidade
de metodologias adequadas para a caracterizaciio da qualidade dos
produtos farmacéuticos, através da sua identificag¢@o e quantificagao.

Alguns métodos para a quantificacio de OSV em preparacdes
farmacéuticas ja foram descritos na literatura. Nestes trabalhos, as
determinacdes analiticas foram realizadas através de colorimetria,®
fluorimetria,’ eletroforese capilar,’ ou por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecgdo por ultravioleta,'>31%12 fluorescéncia'*!*
ou espectrometria de massas.'>!”

A cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE) € um dos avan-
¢os mais recentes das técnicas de separacdo, baseando-se nos mesmos
principios da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Porém,
esta técnica utiliza fases estaciondrias com particulas menores, o que
possibilita andlises mais rapidas, menor consumo de solventes e detec-
tabilidade aproximadamente 3 vezes maior, se comparada a CLAE.®
Nao foram encontradas, até o presente momento, na literatura refe-
réncias sobre a utilizagdo da CLUE para a avaliagdo da qualidade
de formas farmacéuticas contendo OSV. Desta forma, neste trabalho
apresentamos um método simples e rdpido, empregando CLUE para
a determinacdo de Oseltamivir em cdpsulas, como ferramenta para
a caracterizac@o de produtos supostamente contendo esta substancia
e comercializados de forma irregular no Brasil.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Padrdo de trabalho
O padrdo analitico de Fosfato de Oseltamivir foi doado pela
Hoffmann La Roche AG (Basel, Suica).

Reagentes
Metanol foi adquirido da F. Maia (Cotia, Brasil). Acetonitrila e
acido fosforico 85% foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
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A solugdo tampdo fosfato de trietilamonio 1M foi obtida da Fluka
(Buchs, Suica). Os excipientes polivinilpirrolidona, celulose e talco
foram fornecidos pelo Laboratério de Desenvolvimento Galénico da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil).
Agua purificada foi obtida através de um sistema Elga Purelab Ultra®
da Elga Labwater (Lane End, Reino Unido).

Amostras

Foram analisadas 8 especialidades farmacéuticas contendo OSV
em cdpsulas, sendo uma formulacdo de referéncia, disponivel no
mercado farmacéutico brasileiro, e as demais similares produzidas em
outros paises da América Latina, eventualmente comercializados no
Brasil em estabelecimentos ndo farmacéuticos e através da internet.

Preparacio da fase mével

A fase mdvel foi composta de tampao trietilamonio S mmol/L (pH
3,0) e acetonitrila (70:30, v/v). O tampao trietilamo6nio 5 mmol/L foi
preparado através da diluigdo da solugdo mae 1 mol/L em dgua ultra-
purificada e posteriormente filtrado através de membrana de acetato
de celulose com poros de 0,2 um (Waters, EUA). Antes da utilizagdo,
a fase moével foi desgaseificada em banho ultrassénico por 5 min.

Condicoes cromatograficas

A andlise foi realizada empregando um sistema de cromatografia
liquida de ultraeficiéncia Acquity® com detector por arranjo de diodos
(CLUE-DAD). O sistema foi gerenciado pelo programa Empower®
e composto por bomba bindria, autoamostrador, forno de coluna e
deteccdo por arranjo de fotodiodos, todos provenientes da Waters
(Milford, EUA). A separagio foi realizada em uma coluna Hypersil
Gold® (Thermo, EUA), contendo octilsilica como fase estaciondria
com dimensdes de 100 x 2,1 mm e diametro da particula de 1,9 ym.
A coluna foi mantida a 50 °C durante a andlise, com vazdo da fase
mével de 0,5 mL/min. Os cromatogramas foram monitorados em 220
nm, com aquisi¢ao de espectros de varredura entre 200 e 380 nm. A
corrida cromatogréfica teve duragdo de 1,2 min.

Método

Preparo da solu¢do padrdo de Oseltamivir

Para o preparo da solugdo mae de 1 mg/mL de Oseltamivir como
base livre, foram transferidos 13,137 mg de fosfato de Oseltamivir
em baldo volumétrico com capacidade de 10,00 mL e o volume foi
completado com metanol até o traco de afericdo.

Preparo das amostras

Todo o contetido da capsula (75 mg de oseltamivir, base livre e
excipientes) foi transferido para baldo volumétrico de 100,00 mL ao
qual foram acrescentados 90 mL de dgua ultrapurificada. O baldo foi
submetido a banho ultrassonico por 10 min e, em seguida, o volume
foi completado com dgua (solucdo com concentragdo tedrica de
oseltamivir de 750 pug/mL). A solucdo foi transferida para tubo de
ensaio e centrifugada a 3.000 g por 10 min. Uma aliquota de 60 uL. do
sobrenadante foi diluida até 1000 uL com fase mdvel, resultando em
uma solugdo com concentragdo tedrica de 45 ng/mL. Desta solucéo
foram injetados 2 pL no sistema CLUE-DAD. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata.

Validacao

O método desenvolvido foi validado de acordo com os pardme-
tros determinados pelo “Guia para valida¢do de métodos analiticos
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e bioanaliticos”, conforme resolucdo n° 899 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA). Foram avaliados os pardmetros espe-
cificidade, linearidade, precisdo intra e interdias, exatidao e robustez."

Especificidade

Considerou-se o método especifico caso nao houvesse a presenga
de picos interferentes no mesmo tempo de retenc@o do fosfato de osel-
tamivir nas andlises dos excipientes. Além disto, avaliou-se a pureza
dos picos cromatogrificos pelos espectros de absorc¢éo gerados pela
deteccdo por arranjo de diodos para o OSV. Preparou-se a mistura
fisica de cada um dos seguintes adjuvantes farmacéuticos: celulose
43,5 mg; polivinilpirrolidona 4,35 mg e talco 1,45 mg; os quais,
segundo informagdes da bula do medicamento Tamiflu , integram
a composicdo das cdpsulas desta especialidade farmacéutica. Esta
mistura foi transferida para um baldo volumétrico com capacidade
de 100,00 mL, ao qual foram adicionados 90,00 mL de 4gua ultra-
purificada. A seguir, adotou-se processamento idéntico ao descrito
no subitem “Preparo das amostras”.

Linearidade e intervalo

Para a construgdo da curva de calibracdo, foi utilizada a média de
3 determinagdes de cada calibrador em 5 niveis diferentes. A curva
de calibragao fol construida através do estabelecimento da correlacio
entre a area do pico de OSV (y) e as concentra¢des adicionadas (x).
A curva foi avaliada com base no coeficiente de determinagdo (12).
Foram utilizados calibradores nas concentragdes de 10; 25; 50; 75 e
100 pg/mL de OSV, preparados a partir da dilui¢@o da solucdo padrao
1 mg/mL em fase mével.

Precisdo e exatidao

A precisio e a exatiddo do método foram avaliadas através das
andlises em trés niveis de concentracdo, realizadas em triplicata e
repetidas em 3 dias diferentes. As solucdes foram preparadas em
solvente contendo os excipientes nas concentracdes indicadas no
subitem “Especificidade”. As medidas obtidas para cada nivel de
concentracao foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA - fator
unico) para estimar a precisdo intraensaios e a precisio interensaios,
ambas expressas como coeficiente de variacio porcentual (C.V.%). A
exatidao foi determinada a partir dos mesmos resultados empregados
no cdlculo da precisio e expressa como percentagem média obtida
do valor tedrico de cada calibrador. As concentragdes utilizadas no
estudo de precisdo e exatiddo foram 20, 40 e 80 pg/mL, preparadas
a partir da dilui¢do da solucio padrdo de OSV 1 mg/mL em solucdo
contendo os excipientes.

Robustez

Foi avaliada a suscetibilidade do método a varia¢des nas condi-
¢oes analiticas empregadas. Foram analisadas as variagdes de pH (2,7;
3,0 e 3,3), temperatura (49, 50 e 51 °C) e vazdo da fase mével (0,45;
0,50 e 0,55 mL/min), através da andlise em triplicata da solucdo de
OSV a20 pg/mL. Os resultados das determinagdes foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA - fator tnico).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condi¢des analiticas utilizadas, o tempo de andlise cromato-
gréfica foi consideravelmente curto, de apenas 1,2 min, com o tempo
de reten¢do do Oseltamivir ficando em 0,95 min (Figura 2). A vazio
da fase mével de 0,5 mL/min, em uma andlise cromatogréfica de 1,2
min, resultou em consumo de apenas 0,6 mL de fase mével durante a
andlise. O emprego da vazdo da fase mével reduzida, aliado ao curto
tempo da andlise cromatografica, permite economia no consumo de
solventes e ganho de tempo nas andlises, sendo estas as principais
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vantagens do emprego da CLUE para a andlise deste farmaco.
Comparado aos métodos descritos na literatura com emprego da
CLAE ocorreu reducdo de 4 vezes, pelo menos, no tempo de andlise
cromatografica.!2810-12
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26,1 ug/mkL; polivinilpirrolidona 2,6 ug/mL e talco 0,9 ug/mL; B. solu¢do
Oseltamivir 50,0 ug/mL

No presente trabalho o tempo despendido na preparacdo das
amostras foi de aproximadamente 40 min, considerando-se os tem-
pos de incubagdo no ultrassom e centrifugagdo, de 10 min cada. No
trabalho apresentado por Lindegardh et al.'® para a determinagio
de OSV em especialidades farmacéuticas, empregando CLAE com
deteccdo por UV, o tempo para a preparacdo das amostras (de cerca
de 60 min) e de corrida cromatografica (de 7 min) foram superiores
aos propostos por este trabalho.!°

Nos métodos desenvolvidos por Narasimhan et al.’> e Joseph-
Charles et al.,"" que também utilizaram CLAE-UV para avaliar
cépsulas de similares de OSV, apesar do preparo simples e rdpido
das amostras, as corridas cromatogréficas foram de 12 e 5 min,
com vazao da fase mével de 1 e 1,2 mL/min, respectivamente. Por
fim, Green et al.® utilizaram colorimetria seguida por CLAE para

Tabela 2. Resultados do ensaio de robustez
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avaliagdo das cdpsulas de produtos genéricos de OSV, sendo que a
CLAE teve tempo de andlise cromatogréfica de 7 min, com vazio
de fase mdvel de 1 mL/min. Nos trabalhos acima citados, as sepa-
ragdes cromatograficas foram realizadas com a fase mével mantida
em vazao de 1 a 1,2 mL/min, consumindo de 6 a 12 mL de solvente
por andlise, volumes que sdo pelo menos 10 vezes maiores do que
os empregados neste trabalho.

Na avalia¢do da especificidade do método aqui apresentado, ndo
foi observada a presenca de picos interferentes na andlise da mistura
fisica dos excipientes, ndo apresentando assim tempos de retencio
semelhantes ao OSV. Além disto, através da deteccdo de arranjo de
diodos, foi possivel a aquisicdo do espectro de absorbancia do osel-
tamivir na regido do ultravioleta e a verifica¢do da pureza espectral
das amostras. A conjugag¢ao destes fatos permite considerar o método
especifico, fornecendo alto grau de confiabilidade na identificacio
do farmaco (Figura 2).

O método se apresentou linear na faixa de concentragdes de 10
a 100 ug/mL, uma vez que o coeficiente de determinagao (?) foi de
0,9996, com intercepto 149,04 e inclinacdo 6514,6. Os parametros
precisdo intraensaios e precisiio interensaios estiveram entre 1,47 a
2,68%, demonstrando a elevada precisdo do método, especialmente
devido ao preparo simplificado das amostras. A exatiddo determinada
foi de 96 a 99%, também dentro dos critérios de aceitagdo preconi-
zados pela ANVISA e normativas internacionais para tais métodos
analiticos'”?° (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos ensaios de precisdo e exatiddo

Oseltamivir Precisdo intradia Precisdo interdia Exatidao
(ug/mL) (C.V. %) (C.V. %) (%)
20 5,78 2,68 96
40 3,08 2,15 98
80 1,47 2,08 99

O método pode ser considerado robusto, visto que os resultados
das dreas encontrados nas determinagdes da solucio de oseltamivir
20 pug/mL ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
quando foram variadas as condi¢des de pH, vazdo da fase mével e
temperatura no forno da coluna (P= 0,594) (Tabela 2).

A partir do método validado, foram realizadas andlises de 8 cdpsu-
las de especialidades farmacéuticas contendo oseltamivir. Os resultados
encontrados (Tabela 3) estdo dentro da faixa aceitdvel estabelecida pela
ANVISA (90,0 a 110,0 %),”' com dosagens de oseltamivir na faixa de
100,4 a 108,5%. Estes resultados estdo em concordancia com os artigos
publicados anteriormente, nos quais os produtos avaliados também
apresentaram resultados dentro da faixa aceitdvel.

O método desenvolvido permite a realizacdo de andlises de
um grande nimero de amostras em um curto periodo de tempo.

Condigdo analitica

Réplica 1 (ug/mL) Réplica 2 (ug/mL) Réplica 3 (ug/mL) valor-P
pH T (°C) V (mL/min)
3,0 49 0,50 20,17 20,16 20,19 0,594
3,0 50 0,50 20,14 20,27 20,12
3,0 50 045 20,02 20,13 20,27
3,0 50 0,55 19,99 20,12 20,07
3,0 51 0,50 20,03 19,99 20,22
33 50 0,50 20,38 20,10 20,09
2,7 50 0,50 20,04 20,05 20,17

T: temperatura; V: vazio fase mével
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Tabela 3. Resultados das determinac¢des de Oseltamivir em especialidades

farmaceéuticas

Especialidade Concentragdo oSV Teor
farmacéutica determinada* (ug/mL)  (mg/capsula) (%)
Referéncia 452 75,4 100,5
Similar 1 45,1 75,3 100,4
Similar 2 46,2 76,9 102,6
Similar 3 47,1 78,6 104,8
Similar 4 48,8 81,4 108.,5
Similar 5 45,2 75,3 100,4
Similar 6 46,2 77,0 102,7
Similar 7 45,5 75,8 101,1
*n=3

Assim, podemos constatar que o emprego da cromatografia liquida
de ultraeficiéncia € eficiente para a determinag@o de oseltamivir em
especialidades farmacéuticas.

CONCLUSAO

Foi desenvolvido um método simples e rapido para determinagao
de oseltamivir em cédpsulas empregando cromatografia liquida de
ultraeficiéncia. O tempo total de andlise cromatogréfica foi de 1,2
min, com consumo de fase mdvel de apenas 0,6 mL. O método foi
aplicado a 8 especialidades farmacéuticas, que apresentaram teores
de oseltamivir compativeis com os requerimentos da ANVISA. O
presente método € uma ferramenta util para a caracterizagdo de
capsulas supostamente contendo Oseltamivir.
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