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RESUMO

O objetivo pretendido com o presente trabalho foi
avaliar a adequabilidade e viabilidade de dois métodos
analiticos para quantificacfio de alprazolam em capsulas
manipuladas: cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e titulacio em meio ndo aquoso. A quantificacio
de alprazolam por CLAE fase normal foi realizada em
coluna de silica (30 x 4,6 mm) e fase movel composta
por acetonitrila, cloroférmio, butanol, agua e acido
acético glacial (85:8:5:2:0,05). No método titulométrico,
as amostras foram dissolvidas em mistura de acido
acético glacial e anidrido acético (3:2) e tituladas com
acido perclorico 0,1 M até o segundo ponto de inflexdo.
O teor médio de alprazolam obtido por CLAE foi
94,61%, demonstrando a adequabilidade do método
proposto. Ja as analises por titulacio apresentaram
teores equivalentes a 128,87% e 91,49% do valor
rotulado, devido a interferéncias detectadas pela
presenca de excipientes da formulacfo. A adaptacio e o
desenvolvimento de métodos analiticos simples e vidveis
sao de extrema importancia para avaliar e garantir a
qualidade de medicamentos manipulados, de acordo
com as exigéncias da legislacio vigente.

Palavras-chave: Alprazolam. Doseamento. Medicamentos
manipulados. CLAE. Titulagdo em meio ndo aquoso.

INTRODUCAO

Atualmente, os benzodiazepinicos sdo a classe
de medicamentos mais prescritos para tratamento de
ansiedade e transtorno do panico, podendo ser associados
a antidepressivos de diferentes classes (Hardman &
Limbird, 2003). Alprazolam é um derivado triazolico
benzodiazepinico de acgdo curta, que apresenta atividade
ansiolitica, sedativa e relaxante muscular (Fig 1) (Jonas &
Cohon, 1993). Este farmaco atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica e atua no sistema nervoso central,

Autorcorrespondente:César,1.C.-DepartamentodeProdutosFarmacéuticos
Faculdade de Farmacia - Universidade Federal de Minas Gerias - Av. Pres.
Antdnio Carlos , 6627 - CEP.31270-901 - Belo Horizonte - MG - Brasil
tel.55(31)3409-6966-fax55(31)34096976- e-mail:isaccesar@bol.com.br.

ligando-se de forma seletiva ao complexo receptor acido
gama-amino butilico (GABA,) e promovendo redugdo
geral da atividade cerebral (Sweetman, 2005; Joris &

Edmund, 2004).
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Figura 1 — Estrutura quimica do alprazolam.

A manipulacdo de medicamentos por farmadcias
magistrais apresenta uma série de vantagens que vao
desde o menor custo das formulagdes até dosagens
individualizadas e adequagdo as necessidades dos pacientes.
Entretanto, torna-se imprescindivel garantir a qualidade
dos medicamentos manipulados e dispensados a populacao.
As exigéncias em relagdo a produtos manipulados vém
aumentando de forma significativa, fato que se consolidou
com a publicacdo da Resolugao RDC n°87, em 2008, pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2008).
Para comprovar e garantir a qualidade de seus produtos,
as farmdcias magistrais, como preconizado pela RDC
n°87, devem apresentar constante preocupacao com O
enriquecimento técnico-cientifico e devem realizar analises
para o controle de qualidade de no minimo uma férmula
a cada dois meses. Tais analises podem ser realizadas em
laboratorio analitico préprio ou terceirizado.

Dentre os testes fisico-quimicos para controle
de qualidade, o dosecamento apresenta importancia
consideravel para avaliagdo do teor do farmaco na forma
farmacéutica. A Farmacopeia Americana (2009), 32%
edicdo apresenta monografias de alprazolam matéria-
prima e comprimidos, cujos doseamentos sdo realizados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Nas
Farmacopeias Britanica (2008) e Portuguesa 8" edicdo
(2005), constam apenas a monografia de alprazolam
matéria-prima, empregando titulagdo em meio ndo-aquoso
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para quantificagdo do farmaco. A Farmacopeia Brasileira
4% edigdo (1988) ndo possui monografia para matéria-
prima ou formas farmacéuticas de alprazolam. Assim,
verifica-se a auséncia de monografias e métodos oficiais
para quantificagdo de alprazolam em capsulas, de forma
que as farmdacias magistrais ou laboratdrios devem fazer
adaptagdes de outros métodos para analise das capsulas
manipuladas.

O objetivo pretendido com o presente trabalho foi
comparar dois métodos de doseamento, CLAE e titulacao
em meio nao-aquoso, para quantificagdo de alprazolam
em capsulas manipuladas. Foram realizadas adapta¢des do
método cromatografico descrito na Farmacopeia Americana
(2009), 32* edigdo, para alprazolam comprimidos e do
método titulométrico descrito nas Farmacopeias Britanica
(2008) e Portuguesa (2005), 8 edicdo, para alprazolam
matéria-prima. Foi feita avaliacdo da adequabilidade dos
métodos a analise proposta, assim como da viabilidade de
execugdo de ambos em farmacias magistrais.

MATERIAIS E METODOS

Matérias-primas e excipientes

Para manipula¢do das capsulas de alprazolam 1
mg, foi utilizada matéria-prima proveniente do fornecedor
Deg, lote AB.2500.0216. Os excipientes empregados no
processo foram: amido (Deg, lote HJ023), talco (Deg, lote
N-50619-6), dioxido de silicio coloidal (Henrifarma, lote
3158031314) e lauril sulfato de sodio (Henrifarma, lote
HN8B208852). As substancias quimicas de referéncia de
alprazolam e triazolam (padrao interno) foram provenientes
da Farmacopeia Americana.

Manipulacio das capsulas de alprazolam 1 mg

Foram manipuladas 100 cépsulas de alprazolam
1 mg. A escolha da cépsula deu-se a partir do volume
aparente dos pesos dos pos a serem acondicionados, sendo
utilizados invélucros de tamanho niimero 4. Para completar
a diferenca de volume entre o tamanho das capsulas e o
farmaco, foram utilizados excipientes, nas seguintes
proporgoes: talco (10%), lauril sulfato de sodio (2%),
didxido de silicio coloidal (1%) e amido (q.s.p.).

Realizou-se a pesagem de todos os componentes
da formula em balanca semi-analitica. Os pos foram
transferidos para um gral de porcelana e a homogeneizacao
foi feita por diluicdo geométrica, em movimentos circulares,
até a finalizacdo completa dos excipientes. Em seguida, a
mistura foi tamisada em malha 30 e foi feita a transferéncia
para um copo descartavel com tampa, acoplado no
equipamento Tepron Mixer Plus, onde a mistura ficou em
homogeneizagdo por 5 minutos.

Utilizando uma placa propria, a mistura de pos
contendo alprazolam foi, entdo, encapsulada manualmente
e foram preenchidas 100 capsulas ntimero 4. As capsulas
foram destampadas e, com auxilio de espatula, toda mistura
foi transferida para o encapsulador ¢ espalhada de forma
uniforme. Foi realizado fechamento e limpeza das capsulas,
e as mesmas foram embaladas e rotuladas.
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Analise das capsulas manipuladas

A determinagdo de peso ¢ a uniformidade de
conteudo das capsulas de alprazolam 1 mg foram realizadas
segundo procedimentos preconizados pela Farmacopeia
Brasileira 4* edi¢do. Os limites de variagdo de peso em
capsulas gelatinosas duras sdo de £10,00% para capsulas
com até¢ 300 mg de massa total e £7,5% para capsulas
acima de 300 mg. Para cumprir com os requisitos do teste
de uniformidade de conteido, a quantidade do farmaco
em cada uma das 10 unidades testadas deve estar situada
entre 85,0% e 115,0% do valor declarado e o desvio padrao
relativo (DPR) deve ser igual ou menor do que 6,0%.

O doseamento das cépsulas de alprazolam 1 mg foi
realizado empregando-se dois métodos: CLAE e titulagdo
em meio ndo aquoso. Para as analises cromatograficas, foi
feita adaptagdo do procedimento descrito na Farmacopeia
Americana (2009), 32* edi¢do, para alprazolam
comprimidos. Inicialmente, preparou-se solu¢do de
triazolam (padrdo interno) a 250 pg/ml em acetonitrila.
Pesou-se quantidade do pd das capsulas equivalente a 5
mg de alprazolam e transferiu-se para baldo volumétrico
de 200 ml. Adicionaram-se 2 ml de agua e 20 ml de
solugdo de triazolam e agitou-se vigorosamente por 10
min. O volume foi ajustado com acetonitrila e a solugdo
foi filtrada, de modo a obter concentracao final de 25 pg/
ml. Preparou-se solugdo padrdo empregando-se o mesmo
procedimento. As analises foram realizadas em coluna de
silica de fase normal (30 x 4,6 mm) e fase movel composta
por acetonitrila, cloroféormio, butanol, agua e acido acético
glacial (85:8:5:2:0,05), com fluxo de 2 ml/min. O volume
de injecao foi 20 pl e a detecgdo foi realizada na regido do
ultravioleta, a 254 nm.

O método por titulagdo em meio ndo aquoso foi
adaptado das monografias descritas nas Farmacopeias
Britanica (2008) e Portuguesa (2005), 8 edigdo, para
o doseamento de alprazolam matéria-prima. Uma
quantidade do p6 das cépsulas equivalente a 50 mg de
alprazolam foi transferido para erlenmeyer e adicionaram-
se 50 ml de mistura de acido acético glacial e anidrido
acético (3:2). Titulou-se com acido perclérico 0,1 M,
previamente padronizado com biftalato de potassio, até o
segundo ponto de inflexdo. O ponto final foi determinado
potenciometricamente. Cada ml de acido perclorico 0,1 M
equivale a 15,44 mg de alprazolam.

RESULTADOS

O teste de determinacdo de peso foi realizado
considerando-se o peso do conteido das capsulas. O
peso médio obtido com 20 unidades foi 104,34 mg, o que
determina a aplicagdo do limite de variagdo da ordem de
10,0% conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira
(1988). Todas as capsulas avaliadas mantiveram-se dentro
desta faixa, sendo que a menor variagdo obtida foi -3,49%
¢ a maior variac¢do foi 4,85%, em relacdo ao peso médio.
O grafico representativo dos resultados obtidos no teste de
determinag@o de peso esta demonstrado na Figura 2.

O teste de uniformidade de conteudo foi realizado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, empregando-
se 10 capsulas. Todas as unidades analisadas apresentaram
teor dentro da faixa de 85,0% a 115,0% do valor rotulado.
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O menor teor obtido foi 92,33% e a capsula com teor mais
elevado foi 102,61%. O desvio padrdo relativo entre as
dez unidades foi 3,67%, valor abaixo do limite maximo
permitido (6,0%).
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Figura 2 — Grafico representativo do teste de determinagdo de
peso realizado com 20 céapsulas de alprazolam 1 mg.

O espectro de absorc¢ao do alprazolam nesta regido,
na faixa de 210 a 350 nm, esta representado na Figura 3.
Podem-se observar dois maximos de absor¢do no espectro,
em 222 nm e 248 nm. Para detec¢do do farmaco apos a
separacdo cromatografica, o comprimento de onda 254
nm foi utilizado, segundo procedimento da Farmacopeia
Americana (2009), 32° edi¢@o.

04

Abs

02

00

P 200 %0 20 300 a0 30
Wavelength (nm)

Figura 3 — Espectro de absor¢do na regido do ultravioleta de
alprazolam a 25 pg/ml em acetonitrila.

Empregando-se o método cromatografico, o teor
médio de alprazolam obtido foi 94,61% da quantidade
rotulada, valor dentro das especificagdes farmacopeicas
(90,0 a 110,0%). Por outro lado, duas analises foram
realizadas empregando-se titulacdo em meio nao aquoso. Os
resultados obtidos por este método foram, respectivamente,
128,9% e 91,5% do valor rotulado.

DISCUSSAO

A conformidade com os testes de determinagdo de
peso e uniformidade de conteudo indica que a formulagio
e o procedimento empregado para a manipulagdo das
capsulas de alprazolam propiciaram homogeneidade
adequada da mistura de pos em cada capsula individual.
Estes parametros sdo importantes para a eficacia e seguranca
do medicamento manipulado ao longo do tratamento.

O doseamento das capsulas de alprazolam foi
realizado por dois métodos distintos: CLAE e titulagdo em
meio ndo aquoso. Empregando-se o método cromatografico,
os componentes da formulacao analisada sdo inicialmente
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separados, para serem em seguida quantificados. Esta
separagao inicial permite maior seletividade do método,
de forma que a resposta fornecida pelo equipamento
corresponde apenas ao analito de interesse, mesmo que
ele esteja inserido em uma matriz complexa. O alprazolam
possui em sua estrutura anéis aromaticos ¢ cromoforos
estendidos, fazendo com que o fArmaco apresente absor¢do
caracteristica na regido do ultravioleta, permitindo a
detecgdo em 254 nm.

O método por titulagdo em meio niao aquoso
descrito para alprazolam matéria-prima foi adaptado
para doseamento nas capsulas. Como alprazolam ¢ uma
base organica nitrogenada, ¢ possivel empregar titulagdo
acido-base para sua quantificacdo. Conforme descrito nas
Farmacopeias Britdnica (2008) e Portuguesa (2005), 8§
edigdo, a titulacdo deve ser realizada até o segundo ponto
de inflexdo da curva, de forma que dois nitrogénios basicos
da molécula de alprazolam sdo envolvidos na reag@o.

Se por um lado o método cromatografico foi
conclusivo, pode-se observar que os resultados dos
doseamentos realizados pelo método titulométrico
foram bastante discrepantes entre si, sendo que o valor
obtido na primeira analise se encontra fora da faixa
farmacopeica especificada. O teor consideravelmente
elevado (128,87%) obtido na primeira analise pode ser
atribuido a interferéncia pelos excipientes da formulagao,
que podem ter reagido com o acido perclorico durante o
processo de titulacdo. Constatou-se, ainda, a dificuldade
de determinag¢do dos pontos de inflexdo da curva de
titulagdo. Desta forma, durante a segunda analise, ndo foi
possivel detectar o segundo ponto de inflexdo, conforme
preconizado no procedimento farmacopeico. Tal fato levou
a obteng@o de um teor significativamente baixo (91,49%),
que provavelmente ndo corresponde a quantidade real de
alprazolam presente nas capsulas.

Assim, verifica-se que o método por titulagdo em
meio ndo aquoso, neste caso, ndo se mostrou adequado para
quantificagdo de alprazolam nas céapsulas. A presenga dos
excipientes da formulacdo no meio de titulagdo promoveu
interferéncias significativas no método, por meio da
reacdo com acido perclorico, além de dificultar a detecgao
dos pontos de inflexdo. Ja cromatografia liquida de alta
eficiéncia forneceu resultados precisos e confiaveis para
quantificacdo de alprazolam em capsulas, e apresentou
maior seletividade em relagdo a presenga de excipientes,
quando comparada ao método titulométrico. Entretanto,
a cromatografia liquida de alta eficiéncia trata-se de um
método consideravelmente caro e a execu¢do de analises
por CLAE em farmacias magistrais apresenta baixa
viabilidade por inumeros fatores.

Tendo em vista as atuais exigéncias em relagdo
a qualidade dos medicamentos manipulados, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de métodos simples e
viaveis para quantificacdo de firmacos em capsulas ¢ outras
formas farmacéuticas elaboradas em farmacias magistrais.
Os métodos de analise preconizados pela Farmacopeia
Brasileira e outras farmacopeias oficiais sdo voltados
principalmente para industria farmacéutica, de forma
que para doseamento de farmacos em cépsulas, deve-se
constantemente fazer adaptagdes de métodos farmacopeicos
descritos para comprimidos ou matérias-primas. Além
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disso, grande parte dos doseamentos farmacopeicos
utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia, método
consideravelmente mais complexo.

A realizagdo do controle de qualidade de
medicamentos manipulados em laboratério analitico da
propria farmacia magistral torna as analises mais viaveis
do ponto de vista financeiro, quando o procedimento
analitico ndo exige equipamentos e aparatos sofisticados.
Apesar da necessidade de maior investimento inicial para
montar e equipar o laboratério, o retorno financeiro a
médio e longo prazo pode levar a reducdo dos custos das
analises realizadas. Atualmente, uma parte significativa das
farmacias magistrais ja possui espectrofotometro UV-Vis e
pessoal habilitado para realizagdo de analises de controle
de qualidade. Tais medidas sdo de grande importancia para
maior controle do processo de producgdo e para garantir a
qualidade final dos medicamentos manipulados.

O medicamento magistral, devido a sua
especificidade, ndo ¢é passivel de ser avaliado em sua
totalidade. Considerando, entretanto, que a qualidade do
produto magistral depende mais de seu processo do que
do produto final, ¢ imprescindivel que haja um estudo
aprofundado acerca do desenvolvimento farmacotécnico,
levando em consideragdo todas as possibilidades de
interagdo entre os componentes.

Parcerias entre as Farmacias e as Universidades
para o desenvolvimento farmacotécnico sdo o caminho
mais seguro para a elaboragdo de um produto confidvel
com respeito ao usudrio.

Comparando-se os métodos para quantificagdo de
alprazolam em capsulas manipuladas, titulagdo em meio
ndo aquoso ndo apresentou seletividade adequada em
relacdo aos excipientes da formulagdo, levando a obtencao
de resultados discrepantes. Verifica-se a necessidade de
uma pesquisa mais aprofundada, ndo s6 para se obter
conhecimento das incompatibilidades entre os componentes
da férmula, mas também para que se possa obter um produto
passivel de ser avaliado analiticamente por procedimentos
mais econdmicos com a mesma confiabilidade.

Por outro lado, cromatografia liquida de alta
eficiéncia mostrou-se um método viavel e confiavel para
o doseamento proposto, podendo ser empregado em
analises rotineiras de controle de qualidade. Entretanto,
o desenvolvimento de métodos analiticos simples e
economicos, que podem ser executados em farmacias
magistrais, ¢ imprescindivel para garantir a qualidade dos
medicamentos manipulados e distribuidos a populacao.

ABSTRACT

Comparison of high performance liquid chromatography
and non-aqueous titration for the quantitation of
alprazolam in compounded capsules

The aim of this study was to assess the suitability and
viability of two analytical methods for the quantitation
of alprazolam in compounded capsules: high
performance liquid chromatography (HPLC) and non-
aqueous titration. Quantitation by normal phase HPLC
was performed with a silica column (30 x 4.6 mm) and a
mobile phase composed of acetonitrile, chloroform, butyl
alcohol, water and glacial acetic acid (85:8:5:2:0.05).
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In the titration method, samples were dissolved in a
mixture of glacial acetic acid and acetic anhydride (3:2)
and titrated potentiometrically with 0.1 M perchloric
acid until the second inflection point. The mean content
of alprazolam obtained by HPLC was 94.61% of the
label value, showing the suitability of the proposed
method. On the other hand, the titration analysis
returned contents equivalent to 128.87% and 91.49%
of the label value, owing to interference caused by the
presence of formulation excipients. The adaptation and
development of simple and viable analytical methods
are extremely important, in order to assay and ensure
the quality of compounded formulations, according to
the requirements of the current legislation.

Keywords: Alprazolam. Assay. Compounded formulations.
HPLC. Non-aqueous titration.
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