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RESUMO 

O objetivo do presente trabalho foi realizar estudos de dissolução para o cloridrato 
de fexofenadina na forma farmacêutica suspensão oral e avaliar os dados de 
solubilidade e permeabilidade para elucidar a sua classificação biofarmacêutica. 
Para tanto, foi desenvolvido um método por cromatografia a líquido de alta eficiência 
para quantificação do fármaco aplicado aos  estudos de dissolução e solubilidade. O 
método, validado de acordo com o estabelecido na resolução 899/2003 da Anvisa, 
compunha-se de fase móvel tampão fosfato de sódio 25mM pH 6,8: acetonitrila 
(68:32 v/v), coluna Zorbax Eclipse® C18, fluxo 1mL.min-1, temperatura de 30 °C e 
volume de injeção de 20µL. O estudo de solubilidade foi desenvolvido utilizando o 
método da agitação orbital em frasco, à temperatura de 37 °C±1 °C e agitação de 
100 rpm por 12h nos meios tamponados compostos de  ácido clorídrico pH 2,0,  
acetato pH 4,5 e fosfato pH 6,8. Esses mesmos meios foram utilizados no 
desenvolvimento do teste de dissolução. Nesse ensaio, 5mL da suspensão oral de 
cloridrato de fexofenadina foram inseridos em cubas contendo 900mL  dos meios, 
com auxílio de seringas de vidro as quais foram pesadas cheias e após esvaziadas. 
O ensaio foi realizado com uso do aparelho pá, a 37°C ± 0,5 °C, nas velocidades de 
agitação 25 e 50 rpm. Alíquotas de 5mL foram coletadas, com reposição de mesmo 
volume de meio, filtradas em membranas PVDF de 0,45µm e quantificadas, sem 
diluição. Os dados relativos à permeabilidade do fármaco foram obtidos por meio de 
pesquisa bibliográfica em bases de dados científicas. Os excipientes da formulação 
da suspensão oral foram catalogados e classificados quanto à sua função, e suas 
interferências na dissolução foram pesquisadas na literatura científica. O estudo de 
solubilidade indicou que o cloridrato de fexofenadina é um fármaco de baixa 
solubilidade, com razão dose/solubilidade de 326,55mL no tampão pH 2,0; para o 
tampão pH 4,5, 2.456,33mL; e para o tampão pH 6,8, 1.021,16mL. No estudo de 
dissolução, a velocidade de rotação de 25rpm foi mais adequada para rotina no 
controle de qualidade. A forma de inserção da amostra tem grande influência na 
homogeneidade dos perfis de dissolução. Pode ser estabelecido como critério de 
aceitação a cedência de 85% em 30 min com base nos resultados obtidos e no 
tempo de esvaziamento gástrico. A dissolução ocorreu adequadamente no tampão 
ácido clorídrico pH 2,0 e provavelmente não seria uma etapa limitante da absorção 
da fexofenadina a partir da suspensão. Observou-se que dois excipientes da 
formulação podem ter auxiliado no aumento da dissolução. Quanto à 
permeabilidade, o cloridrato de fexofenadina foi considerado pouco permeável, 
assim, pertence à classe IV do Sistema de Classificação Biofarmacêutica.  
 

Palavras-Chave: suspensão, dissolução, fexofenadina, solubilidade, biofarmácia 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

The aim of the current work was to develop dissolution studies for fexofenadine 
hydrochloride in oral suspension dosage form and evaluate its solubility and 
permeability data in order to clarify its biopharmaceutical classification. To achieve 
this, a high performance liquid chromatography method to quantify the drug in 
solubility and dissolution studies was developed. The method , validated according 
parameters established in the Anvisa resolution number 899/2003, used a 25mM 
sodium phosphate buffer, pH 6.8: acetonitrile (68%:32%, v/v), a Zorbax Eclipse® C-
18 column, mobile phase rate of 1mL.min-1, 30°C temperature and injection volume 
of 20µL. Afterwards, the solubility study was developed through the shake flask 
method, under the temperature of 37 ± 1°C and 100 rpm stirring for 12 h in the 
buffers media hydrochloric acid pH 2.0, acetate pH 4.5 and phosphate pH 6.8. The 
same buffers were used for the dissolution test development. In this assay, 5mL of 
the oral suspension of fexofenadine hydrochloride was added in the vessels 
containing 900mL of each buffer solution with glass syringes which were weighted 
after filled and unfilled with the suspension. The test was conducted with paddle 
apparatus, in 37°C ± 0.5°C, with rotation speed of 25 and 50 rpm. Samples of 5mL 
were collected and filtered in nylon membranes of 0.45µm, the media was replaced 
with the same volume and the samples quantified without dilution. Data regarding to 
drug permeability were obtained through bibliographical research in scientific 
database. The dosage form excipients were listed and classified according to their 
function and their interferences in the dissolution were searched in the scientific 
literature. The solubility study indicates that fexofenadine has a low solubility profile, 
with a dosis/solubility ratio of 326.55mL in the buffer pH 2.0; 2,456.33mL in the buffer 
pH 4.5 and 1,021.16mL in the buffer pH 6.8. The dissolution study showed the 
rotation speed of 25 rpm is more suitable for routine quality control. The sample 
insertion mode has great influence in dissolution profile homogeneity. The 85% 
release in 30min can be adopted as acceptance criteria, based in the results 
obtained and in the emptying gastric time. The dissolution is well performed in the 
hydrochloric acid buffer pH 2.0 and probably will not be a limitation for the 
fexofenadine absorption from the suspension. It was observed that two excipients in 
the suspension can improve the dissolution rate. Concerning about the permeability, 
fexofenadine hydrochloride is inferred as a low permeability drug, thus it belongs to 
class IV in the Biopharmaceutics Classification System.  
 

 

Key words: suspension, dissolution, fexofenadine, solubility, biopharmaceutics. 
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1 INTRODUÇÃO  

As suspensões são formas farmacêuticas definidas como dispersões de um 

fármaco insolúvel sob a forma de partículas finamente divididas em um veículo 

aquoso ou não (FLORENCE; ATTWOOD, 2011). As mesmas podem ser 

necessárias devido à insolubilidade dos fármacos nos meios mais utilizados para 

produção de medicamentos líquidos; para mascarar o sabor desagradável ao 

paladar que o fármaco possui ou ainda pela maior estabilidade do insumo 

farmacologicamente ativo quando em suspensão (PRISTA et al., 1990). Outra 

vantagem desta forma farmacêutica é a deglutição facilitada por pacientes idosos, 

crianças e lactentes, bem como a possibilidade de ajuste das doses administradas 

(ALLEN et al., 2013).  

Fármacos administrados por via oral, em formas farmacêuticas em que não 

estejam solubilizados devem cumprir o teste de dissolução. Embora este teste seja 

bastante utilizado para comparar diferentes produtos ou lotes distintos de uma 

mesma forma farmacêutica, no caso das suspensões, o ensaio foi descrito em 

apenas doze monografias de suspensões da Farmacopeia Americana e em 

nenhuma das monografias de suspensões contidas na Farmacopeia Brasileira 5ª 

edição  (BRASIL, 2010a; UNITED, 2013).                      

Diante dessa realidade, fez-se um levantamento dos medicamentos sob a 

forma farmacêutica suspensão oral na página da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (Anvisa) em julho de 2016. Foram listados 27 medicamentos de referência 

registrados sob a forma de suspensões orais, dos quais seis são do mesmo fármaco 

em diferentes dosagens. Com base nas classes farmacológicas de seus princípios 

ativos, as suspensões foram classificadas terapeuticamente como preparações 

antimicrobianas (5), antirretrovirais (1), antifúngicas (1), anti-inflamatórias (9), 

antiparasitárias (5), anticonvulsivantes (2), antitussígena (1), antiemética (1), 

antialérgica (1), antiácida (1), antiflatos/antiácida (1). Dos 28 fármacos constituintes 

das suspensões, 11 constam na Relação Nacional de Medicamentos Essenciais 

(RENAME) 2014 (BRASIL, 2014b) e 18 possuem monografia na Farmacopeia 

Brasileira 5ª edição, e destes, apenas sete dispõem também de monografia para a 

forma farmacêutica suspensão oral, porém, sem constar dados sobre o ensaio de 

dissolução (BRASIL, 2010a).   

 



20 
 

 

O teste de dissolução é uma ferramenta de controle de qualidade lote a lote 

que possibilita verificar se os medicamentos atendem aos critérios exigidos nas 

monografias específicas, ao serem empregadas as condições de teste descritas na 

farmacopeia (BRASIL, 2010b).  

As condições para o teste de dissolução, tais como, aparelhagem, meio, 

velocidade de agitação, tempo de experimento etc, estão bem estabelecidas para 

formas farmacêuticas sólidas orais. Entretanto, para outras formas farmacêuticas 

que requerem o teste, não há critérios e condições estabelecidas. Os princípios 

gerais do teste podem ser utilizados, porém as características de cada forma 

farmacêutica devem ser consideradas na seleção das condições para os 

procedimentos (BROWN et al., 2011).  

Por sua vez, o estudo de dissolução de um fármaco é importante na 

previsão de sua absorção, e é associado ao sistema de classificação 

biofarmacêutica (SCB). O SCB tem por objetivo alocar o fármaco em uma das quatro 

classes de acordo com sua solubilidade e permeabilidade (AMIDON et al., 1995). 

Nesse contexto, a solubilidade deve ser determinada em soluções aquosas que 

mimetizam o pH fisiológico do trato gastrointestinal (TGI) (pH 1,0 a 6,8), enquanto a 

permeabilidade deve preferencialmente advir de dados de absorção em humanos, 

embora a predição a partir de modelos animais e cultura de células in vitro possam 

ser aceitas (FDA, 2015b).  

Para investigar as condições mais apropriadas para realização do teste de 

dissolução para suspensões orais, o fármaco cloridrato de fexofenadina (FEX) foi 

escolhido. A relevância desta seleção é devido a esse fármaco aparecer como um 

dos duzentos mais utilizados nos Estados Unidos (KASIM et al., 2004). Cabe 

ressaltar que no Brasil, a legislação preconiza o teste de dissolução para 

comprovação da equivalência farmacêutica para novos medicamentos genéricos, 

mesmo para suspensões orais (BRASIL, 2010c), sendo assim, faz-se necessário 

padronizar as condições para o estudo de dissolução. Para esse fármaco, observou-

se uma demanda de estudo das características biofarmacêuticas, visando elucidar 

essas questões, realizou-se este trabalho. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 SUSPENSÕES ORAIS 

As suspensões caracterizam-se por serem sistemas bifásicos heterogêneos, 

em que partículas sólidas insolúveis encontram-se dispersas na fase líquida. Neste 

aspecto, cristais menores possuem maior grau de solubilidade. Uma boa suspensão 

deve ter partículas bem dispersas, de tamanho constante, ser facilmente 

redispersível, e possuir bom escoamento a partir do recipiente de armazenamento 

(ALLEN et al., 2013).  

No entanto, estes sistemas são termodinamicamente instáveis. Para voltar 

ao equilíbrio energético suas partículas tendem a se aglomerar mediante a formação 

de agregados e floculados que se sedimentam pela ação da gravidade. A 

viscosidade quando adequada ao produto, reduz o processo de sedimentação das 

partículas, e se estas não são molhadas adequadamente, ficam à superfície do 

líquido (PRISTA et al., 1990).  

A sedimentação pode ser governada pelo potencial zeta, que está 

intimamente relacionado à estabilidade de sistemas dispersos e mede o potencial de 

superfície do sistema determinado pela repulsão entre as partículas suspensas, que 

é avaliada por eletroforese (FLORENCE; ATTWOOD, 2011). A diminuição rápida do 

potencial zeta do sistema induz a formação de flocos que se sedimentam, deixando 

a porção líquida límpida. Esse sedimento é frouxo e redispersa com facilidade sob 

agitação. O aumento do potencial zeta reduz a repulsão das partículas, que tendem 

se depositar lentamente por ação da gravidade, e formam agregados compactos que 

deixam o líquido turvo, mas com pequenas partículas ainda dispersas, ditas 

defloculadas (PRISTA et al., 1990). Agregações diferentes da floculação geram 

sedimentos muito compactados que não se redispersam, uma vez que as partículas 

menores se depositam nos espaços entre as maiores. Suspensões com tendência à 

floculação são preferidas (PRISTA et al., 1990).  

As variáveis envolvidas na velocidade de sedimentação das partículas 

podem ser representadas pela lei de Stokes, apresentada na Equação 1 embora tal 

postulado não seja fidedigno para suspensões, cujas partículas são irregulares e 

diversas (ALLEN et al., 2013).   
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Equação 1 

𝑑𝑥

𝑑𝑡
=  

𝑑2(𝑝1 −  𝑝2)𝑔

18η
 

 

Em que dx/dt é a velocidade de sedimentação; d é o diâmetro das partículas; 

p1 é a densidade da partícula; p2 é a densidade do meio; g é a constante 

gravitacional e η é a viscosidade do meio (ALLEN et al., 2013). 

Se todos os fatores da equação são constantes, a velocidade de 

sedimentação é superior para partículas de maior tamanho. O aumento da 

viscosidade do meio dispersante até certo ponto permite controlar a velocidade de 

deposição das partículas, bem como a redução do seu tamanho e o conteúdo de 

sólidos na formulação (ALLEN et al., 2013). 

Uma vez formado o complexo sedimentado, o padrão de agitação 

empregado influencia na redispersibilidade, e neste caso, a intensidade do 

movimento é mais importante do que o tempo de agitação para quebrá-lo (DEICKE; 

SÜVERKRÜP, 1999).  

 

2.2 DISSOLUÇÃO 

O teste de dissolução é um ensaio de desempenho que visa determinar a 

quantidade do insumo farmacêutico ativo (Q) liberado no meio de dissolução, 

conforme as condições descritas na monografia individual do medicamento na 

farmacopeia (BRASIL, 2010b). Em relação às suspensões orais, a velocidade de 

rotação pode ser proporcional à viscosidade da preparação, uma viscosidade mais 

baixa, requer menores velocidades de agitação; a forma de ressuspender precisa 

ser padronizada; e o método de inserção da amostra para que resultados 

reprodutíveis sejam obtidos. Como fármacos veiculados em suspensão são 

insolúveis em meio aquoso, o uso de surfactantes pode ser necessário (BROWN et 

al., 2011). Apesar da insolubilidade ser mais frequente, pode ocorrer do fármaco ser 

pouco solúvel no dispersante (KATHPALIA; PHADKE, 2014). 

O estudo ou perfil de dissolução consiste em relacionar a quantidade de 

fármaco cedido ao meio em função do tempo e é utilizado para prever sua absorção 
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in vivo a partir da forma farmacêutica. Para tanto, meios considerados 

biorrelevantes, descritos nas farmacopeias, são utilizados de forma a simular as 

condições fisiológicas do trato gastrointestinal, como pH 1,2 a 7,5 e podem conter 

enzimas  (DRESSMAN et al., 1998), sem mimetizar o estado alimentado (KLEIN, 

2010). 

O ambiente gástrico é simulado no estado de jejum por uma mistura de água 

destilada, cloreto de sódio e laurilsulfato de sódio (LSS). No estado alimentado, pode 

ser representado por leite longa vida e suplemento nutricional rico em vitaminas, 

minerais, fibras, proteínas e gorduras. O fluido intestinal simulado é constituído por 

água destilada, cloreto de potássio, lecitina, taurocolato de sódio e tampão. Para 

simular o estado de jejum emprega-se o tampão fosfato pH 6,8, e por sua vez 

tampão acetato e maiores concentrações de lecitina e taurocolato de sódio são 

empregados para simular o estado alimentado (DRESSMAN et al., 1998).  

Nesse contexto, um modelo mecânico simulado do estômago no estado 

alimentado mostrou que a dissolução de um fármaco contido em uma forma 

farmacêutica sólida depende da sua velocidade de liberação a partir da forma 

farmacêutica, esse modelo permite avaliar a influência da localização do fármaco 

nas diferentes porções anatômicas. A dissolução é maior na porção próxima ao 

piloro e se mostrou dependente da amplitude da onda peristáltica e da velocidade de 

transporte do bolo alimentar no estômago (KOZIOLEK et al., 2014). 

Ensaios de dissolução adequados devem simular as condições de não 

saturação ou sink que ocorrem in vivo, onde o fármaco é absorvido à medida que se 

dissolve sem se acumular. O ideal é que esta condição seja mantida ao longo da 

dissolução (MARCOLONGO, 2003), a qual é normalmente atingida quando o volume 

de meio é ao menos três vezes maior que o necessário para solubilizar a dose de 

fármaco a ser utilizada na dissolução (ROHRS, 2001). 

Entretanto, a manutenção das condições de não saturação é dificultada para 

fármacos pouco solúveis em água, pois requerem maior volume de meio. Para 

favorecer a solubilidade destes fármacos, pode-se adicionar ao meio de dissolução 

agentes que tem capacidade molhante e melhoram a solubilização micelar, os 

surfactantes ou co-solventes orgânicos (PHILLIPS et al., 2012). Dentre os aparelhos 

descritos pelas farmacopeias para os estudos de dissolução é possível usar o 

aparelho célula de fluxo, o qual permite manter as condições de não saturação e a 



24 
 

 

utilização de diferentes meios de dissolução na mesma amostra, durante o mesmo 

teste (PHILLIPS et al., 2012). 

As condições experimentais discriminativas permitem detectar diferenças 

nas formulações e do processo de fabricação, sejam elas descritas na monografia 

individual do medicamento ou novos métodos desenvolvidos e validados. Assim, 

podem ser utilizadas para traçar o perfil de dissolução da forma farmacêutica, em 

estudos de bioequivalência entre medicamentos, equivalência farmacêutica e 

bioisenção  (BRASIL, 2010b). Todavia, é importante ressaltar que o estudo de 

dissolução in vitro apenas é capaz de mimetizar o pH, composição e volume dos 

fluidos gastrointestinais, sem refletir os movimentos locais (TAKANO et al., 2012).  

O estudo de bioequivalência consiste em demonstrar que dois 

medicamentos considerados equivalentes farmacêuticos, possuem 

biodisponibilidade comparável quando submetidos às mesmas condições 

experimentais (ARAÚJO et al., 2010). O termo equivalência farmacêutica define 

medicamentos com mesmo sal ou éster do princípio ativo, na mesma forma 

farmacêutica, cuja variação de excipientes é permitida, e que cumprem todos os 

requisitos especificados na monografia farmacopeica, e na sua ausência, em outros 

compêndios e normas válidos (ARAÚJO et al., 2010).  

Para avaliação da equivalência farmacêutica, o perfil de dissolução da 

formulação teste é comparado, por meio de modelos matemáticos, àquele da 

formulação tida como referência de determinado fármaco. O modelo mais aceito é o 

do fator de similaridade f2, calculado a partir da fórmula apresentada na Equação 2, 

e que para fins de similaridade dos perfis, deve se situar entre 50 e 100 (BRASIL, 

2010c). 

 Equação 2 

50 𝑥 log {[ 1 + ( 
1

𝑛
) ∑(𝑅𝑡 − 𝑇𝑡)2

𝑛

𝑡=1

]

−0,5

𝑥 100} 

Devido às inconsistências de f2, que não permitem avaliar falso-positivos e 

falso-negativos, outros métodos comparativos têm sido empregados, a exemplo, o 

modelo matemático do índice de Resigno, o qual é bastante semelhante ao fator de 

similaridade, sem apresentar vantagens expressivas (COSTA; SOUSA LOBO, 
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2001). Os modelos estatísticos incluem análise de variância (Anova) univariada e 

bivariada, que permitem comparação a cada ponto da curva do perfil; e modelos 

multivariados e de mistura de efeitos, que abrangem a covariância dos dados 

(O'HARA et al., 1998). A comparação baseada em modelos incluem diferentes 

funções (Weibull, Gompertz e Logística) e são mais complexos devido à ausência de 

limites para definição da similaridade. Nesse caso, a escolha do modelo afeta a 

comparação e há certa dificuldade na interpretação dos parâmetros (O'HARA et al., 

1998). Esses modelos não são mencionados nos guias das agências regulatórias 

European Medicine Agency (EMA), ANVISA e Food and Drug Administration (FDA) 

(EMA, 2008; BRASIL, 2011; FDA, 2015b).  

 

2.3 SISTEMA DE CLASSIFICAÇÃO BIOFARMACÊUTICA 

Em 1995, foi criado o SCB, cujo objetivo é avaliar fármacos novos e já 

existentes de acordo com a sua solubilidade aquosa e permeabilidade, de modo a 

conhecer os fatores limitantes da absorção, e então possibilitar isenção de estudos 

in vivo de bioequivalência substituindo-os por modelos ou experimentos in vitro 

(AMIDON et al., 1995). De acordo com o SCB, os fármacos podem ser elencados 

em quatro classes: I - Alta solubilidade e permeabilidade; II - Baixa solubilidade e 

alta permeabilidade; III - Alta solubilidade e baixa permeabilidade e IV - Baixa 

solubilidade e permeabilidade. 

Os dados de solubilidade devem ser obtidos empregando o método da 

agitação orbital em frasco ou titulação, nos quais o fármaco é acrescentado em 

excesso a 250mL de solução aquosa com pH entre 1,2 e 6,8 e então quantificado 

por método analítico validado. No Brasil, um fármaco é considerado de alta 

solubilidade quando a maior dose administrada por via oral é completamente 

solubilizada em 250mL das soluções aquosas testadas, em triplicata, com 

coeficiente de variação inferior a 5% (BRASIL, 2011).  

A permeabilidade pode ser avaliada mediante diferentes métodos in vivo e in 

vitro. Em humanos, é determinada pela medida da biodisponibilidade absoluta ou 

estudos farmacocinéticos de balanço de massa ou estudo de perfusão intestinal. Em 

animais, os métodos utilizados incluem o estudo de perfusão intestinal in vivo ou in 

situ. Nos ensaios in vitro, pode-se avaliar a permeação em segmentos intestinais de 
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animais e em monocamadas celulares epiteliais (FDA, 2016). De acordo com as 

agências regulatórias um fármaco é dito de alta permeabilidade, quando apresenta 

ao menos 85% de absorção por via oral (EMA, 2008; BRASIL, 2014a; FDA, 2015b).  

O uso de segmentos intestinais para estudo da permeação in vitro requer 

tamanho suficiente do segmento e equipamentos adequados, em que o fármaco 

permeia a partir do lado mucoso e é quantificado no lado seroso. Já a 

permeabilidade determinada em células necessita que essa cultura se diferencie em 

enterócitos e cresça formando uma membrana composta por monocamada para 

então se quantificar no compartimento receptor o fármaco acumulado por meio do 

transporte passivo. Os modelos celulares mais utilizados são Caco-2, que consistem 

em células de adenocarcinoma de cólon humano, 2/4/A1, obtidas do intestino fetal 

de ratos e MDCK, originadas de rim de cães (SOUZA et al., 2007).  

Além da solubilidade e da permeabilidade, a dissolução de um fármaco 

contido em uma forma farmacêutica também pode ser um parâmetro determinante 

do processo de absorção, e que permite avaliar a interferência dos excipientes 

nesse processo. Para fármacos da classe II, a dissolução pode ser etapa limitante 

da absorção (AMIDON et al., 1995). Em termos de SCB, a dissolução em linhas 

gerais, permite predizer o comportamento in vivo de um fármaco, e suas implicações 

na farmacoterapia, a partir do que ocorre no teste in vitro em condições 

biorrelevantes (AMIDON et al., 1995; YU et al., 2002) 

 

2.3.1 Sistema de Classificação Biofarmacêutica Pediátrico 

Devido às diferenças fisiológicas da população pediátrica em relação aos 

adultos, especialmente pela defasagem de conhecimento sobre mecanismos de 

absorção e disposição de um fármaco, composição e faixa de pH dos líquidos 

gastrointestinais, características celulares, transportadores de membrana e 

metabolismo enzimático, observou-se a necessidade de adaptação do SCB e a 

necessidade de desenvolver testes de dissolução in vitro que permitam corroborar 

para prever a bioequivalência ou não entre formulações pediátricas (ABDEL-

RAHMAN et al., 2012).  

Nesse contexto, a reformulação proposta do SCB inclui que os dados de 

solubilidade devem, em geral, ser obtidos em 25 mL de solução aquosa; fármacos 
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das classes I e III preferencialmente devem estar contidos em formulações que 

apresentem dissolução muito rápida; enquanto fármacos das classes II e IV 

requerem o estabelecimento de critérios e condições específicas para a dissolução 

(ABDEL-RAHMAN et al., 2012).  

Todavia, há controvérsias em relação à representatividade desse valor de 

25mL para solubilidade, apesar do entendimento de que simplesmente extrapolar os 

250mL estabelecidos para adultos não seja conveniente. O desenvolvimento do 

SCB pediátrico é bastante importante para a avaliação de formulações pediátricas 

(BATCHELOR et al., 2014).  

 

2.4 FEXOFENADINA 

O cloridrato de fexofenadina (figura 1) tem por nome químico cloridrato do 

ácido 4-[1-hidroxi-4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]butil]- α,α-dimetil-

benzenoacético (1:1), cuja fórmula molecular é C32H39NO4.HCl e massa molecular 

538,12 g/mol. Trata-se de um pó cristalino branco ou branco pálido, ligeiramente 

solúvel em água e clorofórmio, insolúvel em hexano e muito solúvel em metanol 

(MeOH) e etanol (BRASIL, 2010a). Possui coeficiente de partição octanol-água 

(logP) 0,49 (LIN et al., 2005), pK1 4,25 e pK2 9,53 (AVENTIS, 2006). É um fármaco 

zwitteriônico, produzido como mistura racêmica (AVENTIS, 2006).  

 

Figura 1 - Estrutura química do cloridrato de fexofenadina. 

 

2.4.1 Mecanismo de Ação, Farmacocinética e Uso Clínico  

Em relação à farmacodinâmica, FEX é um anti-histamínico de segunda 

geração, que age como agonista inverso apenas nos receptores H-1 periféricos, 

estabilizando a forma inativa do receptor e deslocando o equilíbrio nesse sentido. 
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Dessa forma, inibe os efeitos da histamina nas doenças alérgicas, como prurido, 

rinorreia e aumento da permeabilidade vascular (MAHDY; WEBSTER, 2011; 

SIMONS; SIMONS, 2011). Além disso, reduz a concentração de mediadores 

inflamatórios no lavado nasal, como molécula de adesão intercelular (ICAM), 

leucotrienos, proteína eosinofílica catiônica e leucócitos (SCHAPER et al., 2009). 

Diminui a produção de citocinas pelas células TH2, como as interleucinas 4, 5, 10 e 

interferon gama, além de inibir a produção de anticorpos do tipo imunoglobulina E 

(IgE) específicos (GELFAND et al., 2003) e a secreção do fator de necrose tumoral 

alfa (KORDULEWSKA et al., 2015).  

A FEX é o metabólito ativo da terfenadina que bloqueia os receptores de 

histamina H1 com pouco efeito anticolinérgico, o que reduz os riscos de eventos 

adversos (GOODMAN; GILMAN, 2005), especialmente os cardiovasculares, como 

alterações no intervalo QTc, mesmo em doses acima de 600mg (PRATT et al., 

1999). O intervalo QTc, refere-se à representação eletrocardiográfica corrigida do 

período de contração do ventrículo, que dura cerca de 0,35 segundos (HALL, 2011).  

A FEX é seletivamente absorvida por meio de transportadores peptídicos de 

ânions orgânicos – OATP (UJIE, Kaori et al., 2008). Os transportadores proteína de 

resistência multifármacos 2 (MRP-2) e 3 (MRP3) também podem reconhecê-la como 

substrato, bem como a bomba excretora de sais biliares (BSEP) (MATSUSHIMA et 

al., 2008). É secretada pela glicoproteína-P (P-gp) especialmente no íleo, o que 

interfere na sua absorção, conforme demonstrado pelo padrão de secreção da 

permeação, da região serosa para a mucosa  (UJIE et al., 2008). 

Além disso, foi observado que indutores da P-gp, como a carbamazepina 

reduzem a concentração plasmática máxima (Cmax) e a área sob a curva da 

concentração plasmática em função do tempo (ASC) da FEX (YAMADA et al., 2009). 

O mesmo acontece com a ingestão concomitante de suco de toranja, o que se deve 

provavelmente à inibição do receptor OATP2B1, responsável pela captação do 

fármaco no intestino delgado (WON et al., 2013; AKAMINE et al., 2015), e de suco 

de maçã, que também altera o tempo para atingir a concentração plasmática 

máxima (tmax) (AKAMINE et al., 2014).  

A biodisponibilidade oral para a dose de 120 mg foi estimada em 30%, o 

volume de distribuição é 114 L, a depuração é de 16L.h-1, a meia-vida de eliminação  

é de 12h e a excreção urinária total foi 35,1%, após administração conjunta de uma



29 
 

 

 dose endovenosa de 100µg e oral de 120mg, as quais individualmente foram 7,9% 

e 29,4%, respectivamente (LAPPIN et al., 2010). Distribui-se em todo o organismo, 

contudo não atravessa a barreira hematoencefálica (AVENTIS, 2006), o que se deve 

principalmente à expressão da P-gp nesse local, evitando a entrada de substâncias 

potencialmente nocivas ao sistema nervoso central por meio do transporte de efluxo 

(FROMM, 2004; AZEREDO et al., 2009), por isso não causa sedação. 

A FEX é pouco metabolizada, sendo uma dose administrada excretada 

principalmente nas fezes (80%), com pouca excreção renal (12%). A ligação a 

proteínas plasmáticas é em torno de 70% (CHEN, 2007). Foi observado que o 

aumento não possui relação linear com o efeito proporcionado (RUSSELL et al., 

1998).  

O fármaco é indicado no tratamento de reações alérgicas, como rinite 

alérgica, urticária, picadas de inseto e casos hipersensibilidade a medicamentos 

(RANG et al., 2003). O tratamento de rinite alérgica e urticária em adultos inclui dose 

de 80mg duas vezes ao dia ou dose única de 180mg, e em crianças, a dose 

recomendada é de 30mg duas vezes ao dia, sendo que no tratamento de urticária 

em crianças de até dois anos é utilizada a dose de 15mg duas vezes ao dia. Raros 

são os eventos adversos, a saber, dores nas costas e no estômago, tontura, 

cefaleia, sonolência e fadiga (MICROMEDEX, 2014). Os dados do uso clínico de 

FEX para rinite alérgica e urticária em diferentes faixas etárias estão apresentados 

na tabela 1. 

Sabe-se que além de aliviar os sintomas típicos da rinite sazonal, FEX, 

reduz também a congestão e a obstrução nasal, quando comparada ao placebo 

(CIPRANDI et al., 2001; MOSGES et al., 2009).  
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Tabela 1 - Estudos clínicos com Fexofenadina. 

Voluntários 

Faixa 
etária 

 Posologia Doença 
Eventos 
adversos 

Fonte  

Placebo 

 

FEX 

95 381 
12-65 
anos 

20,60,120,240mg 
2x ao dia 

Urticária 
crônica 

Cefaleia 
(FINN et al., 

1999) 

0 214 ND 
10,60,120mg 2x 

ao dia 
Urticária 
crônica 

ND 
(KAWASHIMA 

e HARADA, 
2001) 

469 463 9 anos 30mg 2 x ao dia 
Rinite 

alérgica 
Cefaleia 

(WAHN et al., 
2003) 

133 363 
6 meses 
a 2 anos 

15,30mg 
Rinite 

alérgica 
Vômito e 
diarreia 

(HAMPEL et 
al., 2007) 

 

 

2.4.2 Solubilidade e Permeabilidade  

Solubilidade e permeabilidade são características intrínsecas de um 

fármaco. A solubilidade é comumente avaliada pelo método da agitação orbital em 

frascos (shake-flask), embora outras abordagens possam ser empregadas, como a 

dissolução intrínseca e titulação ou diagrama de fases. 

No método shake-flask, o fármaco é adicionado em excesso a soluções 

tamponadas de diferentes pH, e o equilíbrio é requerido até que ocorra a saturação, 

a qual é indicada pela quantidade não solubilizada de fármaco. O equilíbrio pode ser 

longo, entre 12h e 7 dias. A solubilidade no meio é dada pela quantificação do 

sobrenadante (AVDEEF, 2003). Um fármaco é considerado altamente solúvel 

quando a razão dose/solubilidade é menor que 250mL. A dose utilizada é a maior 

dose administrada por via oral em uma única vez. A temperatura de 37°C±1°C deve 

ser mantida durante o experimento (EMA, 2010; BRASIL, 2011). 

A técnica da dissolução intrínseca implica em produzir uma pastilha de 

matéria-prima pura por compressão, a qual é levada para aparato próprio que é 

imerso nas cubas de dissolução contendo soluções tamponadas. A área de 

superfície da pastilha deve ser conhecida e permanecer constante durante o 

experimento, que ocorre com temperatura e rotação também constante, além de 

manter a condição de não saturação (YU et al., 2004). 
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Trata-se de um fenômeno de cinética, e não de equilíbrio, que deve 

representar mais corretamente o que ocorre in vivo. Um fármaco é considerado 

altamente solúvel, quando a velocidade de dissolução intrínseca é maior que 

0,1mg.min-1.cm-2, do contrário, tem-se um fármaco pouco solúvel. É considerada 

uma técnica simples, porém a compressão pode alterar a forma polimórfica, e, por 

conseguinte, o resultado encontrado (YU et al., 2004). 

Já a solubilidade pelo diagrama de fases emprega equilíbrio do sistema, 

aplicando temperatura constante entre 25-30°C e agitação ou vibração prolongada, 

para promover saturação do sistema. O fármaco é adicionado em quantidades 

crescentes em ampolas contendo 5mL de um solvente inerte e volátil, e mantido em 

banho-maria termostatizado. O equilíbrio pode demorar de 1-7 dias quando sob 

vibração e de 7-14 dias sob agitação de 25rpm. Após a saturação, o solvente é 

evaporado, e a solubilidade é dada por técnica gravimétrica, e um diagrama de fases 

é construído (BRASIL, 2010b).  

Por sua vez, a permeabilidade pode ser investigada por modelos in silico, in 

vitro e in vivo. Alguns softwares estão disponíveis para realizar a predição da 

permeabilidade a partir de algoritmos construídos, especialmente considerando o 

caráter lipofílico da molécula. É importante comparar com uma molécula já 

conhecida, e o resultado é preditivo, devendo ser utilizado com cautela, sem 

interpretações muito profundas do logP calculado (KERNS; DI, 2008).  

Os métodos in vitro mais relevantes são PAMPA (ensaio de permeabilidade 

em membrana paralela artificial), e monocamada de células diferenciadas em 

enterócitos, sendo as células Caco-2 (células derivadas de adenocarcinoma de 

colón humano) as mais comuns. Na técnica PAMPA, uma mistura de solvente 

orgânico inerte e lipídios criam uma membrana lipídica artificial sobre material 

filtrante hidrofóbico, na qual o fármaco testado permeia e quantifica-se o fármaco no 

compartimento receptor. Valores de permeabilidade efetiva de 16,0cm.s-1 e 

0,12cm.s-1 indicam alta e baixa permeabilidade, respectivamente (KERNS et al., 

2004).  

O método tem boa correlação com valores in vivo, apesar de não fornecer 

bons resultados para compostos hidrofílicos e que sejam ativamente transportados 

(BALIMANE et al., 2000a). Representa especialmente o transporte passivo de 

espécies neutras (AVDEEF, 2003). Concentrações do fármaco de 25µg.mL-1 são 
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utilizadas e há agitação para reduzir o tempo de experimento e o gradiente que se 

forma pela difusão do fármaco (KERNS; DI, 2008).  

Na abordagem em células, há primeiro a etapa de crescimento das mesmas, 

para diferenciação e confluência. Tal técnica permite avaliação da permeabilidade 

passiva paracelular e transcelular, além do transporte ativo, apesar da menor 

expressão de transportadores (BALIMANE et al., 2000b). Concentrações 

comumente utilizadas variam de 5 a 10µM, mas também entre 50 e 100µM para 

simular a concentração no lúmen intestinal após uma dose por via oral.  

O experimento consiste em adicionar uma solução tampão contendo o 

fármaco no lado apical, e uma solução tampão sem o fármaco no lado basolateral. 

Alíquotas são coletadas de ambos os lados, e a permeabilidade é calculada do lado 

apical para o basolateral (KERNS; DI, 2008). As soluções tamponadas podem ser 

adicionadas de forma inversa para verificar a permeabilidade basolateral-apical. Se 

a difusão for igual nas duas direções, a permeabilidade do fármaco é caracterizada 

como passiva, sendo significativamente diferentes, infere-se a possibilidade de 

transporte ativo.  

Um fármaco é considerado altamente permeável quando a permeabilidade 

aparente (Papp) é maior que 20x10-6cm.s-1, e pouco permeável quando Papp é menor 

que 2x10-6cm.s-1. Valores intermediários indicam permeabilidade moderada 

(KERNS; DI, 2008). Outra faixa adotada para alta permeabilidade é a de Papp maior 

que 1x10-6cm.s-1, indicando fármacos bem absorvidos (ARTURSSON et al., 2001).  

Os estudos in vivo geram dados mais completos, e são realizados de três 

formas: perfusão intestinal, administração de dose pela via oral e coleta de 

marcadores urinários, e utilização de dados farmacocinéticos para estimar a 

permeabilidade. As técnicas de perfusão intestinal são variadas, e em geral a 

permeabilidade efetiva é mensurada a partir do desaparecimento do fármaco da 

solução no jejuno ou do cólon (LENNERNÄS, 2014).  

No jejuno, é uma medida direta que não sofre influencia do trânsito intestinal 

e metabolismo de primeira passagem, e os valores são tidos como verdadeiros. No 

cólon, o transporte ativo é reduzido, limitando a permeabilidade local, variando 

bastante dos resultados obtidos no jejuno (LENNERNÄS, 2014). Pode ser realizado 

em humanos e animais, e permite diferenciar compostos bem absorvidos dos pouco
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 absorvidos (BALIMANE et al., 2000b). Nos estudos in vivo, são considerados 

fármacos de alta permeabilidade aqueles que atingem valores de permeabilidade 

efetiva de 5x10-6cm.s-1 em intestino de ratos e 4x10-6cm.s-1 em intestino humano 

(ZAKERI-MILANI et al., 2009) 

 

2.5 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO 

A cromatografia a líquido de alta eficiência é aplicada para separação, 

identificação e quantificação de substâncias desejadas em matrizes complexas. O 

fluxo da fase móvel empregada provoca distribuição do analito entre esta e a fase 

estacionária, até sua detecção por meio de um gráfico de área ou sinal analítico 

versus tempo denominado cromatograma (SKOOG et al., 2006).  

Em se tratando de medicamentos, o método deve ser capaz de separar o 

fármaco dos excipientes da formulação e de possíveis produtos de degradação e 

impurezas. Para o desenvolvimento de um método adequado é necessário 

conhecimento profundo sobre as características do fármaco que se pretende 

analisar, como solubilidade, pKa e logP (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007).  

O pka do fármaco influencia na escolha do pH da fase móvel, o qual deve se 

distanciar em cerca de 1-2 unidades do pka (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007). 

Quando o pKa equivale ao pH, 50% das moléculas estão ionizadas. Fora desse 

intervalo, cresce a proporção de moléculas ionizadas ou não ionizadas, e, portanto, 

a retenção não irá sofrer grandes alterações conforme mudanças no pH da fase 

móvel utilizada (SNYDER et al., 1997). O método de detecção deve ser apropriado 

para determinar com especificidade o balanço de massa que ocorre na separação 

cromatográfica, para obtenção de cromatogramas homogêneos. A detecção por 

ultravioleta é a mais comum, e se baseia na presença de grupos cromóforos na 

molécula (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007).  

A fase estacionária mais comumente utilizada em métodos analíticos que 

envolvem produtos farmacêuticos é apolar caracterizando um sistema de fase 

reversa (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007). A fase estacionária é apolar, devido aos 

hidrocarbonetos de superfície, por sua vez, a fase móvel tende a ser mais polar, 

dado que são mais comumente utilizados os solventes água, acetonitrila (ACN), 

MeOH e tetraidrofurano (SKOOG et al., 2006). A escolha do tipo de coluna varia 
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com o analito, principalmente com sua polaridade e a finalidade da análise. 

Enquanto a escolha da fase móvel depende do pka do analito, de modo que o pH da 

fase móvel o mantenha na forma apolar. Alterações no pH também auxiliam na 

melhora da resolução e seletividade entre os componentes analisados. O tempo de 

análise pode ser reduzido com aumento do fluxo, da temperatura e da porcentagem 

de solvente orgânico (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007).  

Em algumas situações, melhores separações ocorrem com o uso de 

tampões na fase móvel, cujas capacidades tamponantes são mais eficazes quando 

o pka do tampão é igual ao pH escolhido. A seleção do tampão depende também do 

comprimento de onda definido para a análise. A condição de separação pode ser 

isocrática, que é mais reprodutível ou gradiente, ideal para a separação de maiores 

quantidades de analito (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007).  

O método está desenvolvido quando as condições ideais de fase móvel, pH, 

fluxo, comprimento de onda, e coluna são estabelecidas e compatíveis com o 

sistema utilizado (DIETER NEUE et al., 2003).  

 

2.5.1 Validação de método analítico 

Uma vez que as condições ideais de análise são encontradas, o método 

necessita ser validado para a aplicação a que se propõe de acordo com os guias 

específicos preconizados pelas agências regulatórias. No Brasil, a resolução 899 de 

2003 da Anvisa determina os parâmetros necessários para validar o método 

analítico (BRASIL, 2003).  

A validação completa de um método para produtos farmacêuticos acabados 

inclui a determinação da seletividade, linearidade, intervalo, precisão, limite de 

detecção, limite de quantificação, exatidão e robustez, que visam comprovar que o 

método pode prover resultados para o tipo de análise a que se propõe 

(KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007). Para cada parâmetro são estabelecidas as 

formas de execução e critérios de aceitação, conforme os guias de validação de 

método analítico de cada agência regulatória. No quadro 1 estão sumarizados os 

parâmetros da validação e seus objetivos. 
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Quadro  1 - Parâmetros de validação de um método analítico. 

Parâmetro Objetivo 

Seletividade Demonstrar que o método identifica o analito na presença 
de excipientes (HARVEY, 2000), do diluente, do placebo, da 
SQR, impurezas, produtos de degradação e compostos 
relacionados estruturalmente (BRASIL, 2016). 

Linearidade Comprovar que o método analítico fornece uma resposta 
linear e proporcional na faixa de concentração da análise 
(KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007), 

Intervalo Constatar a faixa de concentrações da amostra para o qual 
o método é preciso, exato e seletivo (ICH, 1996) 

Precisão Indicar os erros por meio da precisão intermediária, 
repetibilidade e reprodutibilidade (KAZAKEVICH; 
LOBRUTTO, 2007) 

Limite de detecção Determinar a menor quantidade de analito que o método 
detecta (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007) 

Limite de quantificação Determinar a menor concentração do analito quantificada 
com exatidão e precisão (BRASIL, 2016) 

Exatidão Demonstrar a concordância entre os resultados obtidos e as 
concentrações teóricas (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007) 

Robustez Verificar as variações nas condições cromatográficas 
definidas no método capazes de influenciá-lo 

(KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007) 

 

2.5.2 Métodos cromatográficos para quantificação de cloridrato de fexofenadina 

Os métodos desenvolvidos para quantificação do fármaco FEX permitem 

quantificá-la na forma farmacêutica comprimido em associação com outros fármacos 

(KARAKUS et al., 2008; PANKHANIYA et al., 2013), ou isolada (OLIVEIRA et al., 

2007; KOZAN et al., 2008; ARAYNE et al., 2011). A Farmacopeia Brasileira em sua 

5ª edição propõe um método analítico para doseamento de FEX matéria-prima e 

comprimidos, mas não para suspensão oral (BRASIL, 2010a). Outros métodos 

tratam da determinação da estabilidade de FEX (BREIER et al., 2006; MAHER et al., 

2011; NIMJE et al., 2012) e identificação de seus produtos de degradação (BREIER 

et al., 2008). A quantificação do fármaco por cromatografia a líquido de ultra 

eficiência (CLUE) também foi desenvolvida (VAGHELA et al., 2012).  

Um método para quantificação de FEX em suspensão oral na presença de 

parabenos foi desenvolvido (ALAANI; ALASHKAR, 2013). Observa-se que para 

fexofenadina contida em suspensão oral, há uma escassez de métodos analíticos 
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adequados a sua quantificação. Os métodos cromatográficos encontrados para 

quantificação de FEX em formas farmacêuticas sólidas orais e suspensão oral estão 

apresentados na tabela 2. 
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Tabela 2 - Métodos cromatográficos disponíveis na literatura para quantificação de fexofenadina em comprimidos e suspensão oral. 

Fase móvel (v/v) Fluxo 
(mL.min-1) 

 Coluna 
(dimensões, mm; 

partículas, µm) 

 T (°C)  Amostra 

 (µg.mL-1) 

Volume de 
injeção (µL) 

 Detecção 
UV(nm) 

Fonte 

MeOHa (200ml) – ACNb 
(200ml)- água: TEA 
(590:10ml - pH 3,7) 

1,2  C8 (150x4,6; 5) 22  300  210  RADHAKRISHNA et al., 
2002 

ACNb: tampão fosfato 
de amônio 0,05M 

(50:50) pH3,2 

1,0  C18 ( 250x4,6; 5) 30  200  220  BREIER et al., 2006 

ACNb - água (50:50) 
pH 3,0 

1,0  C18 (250x4,6; 5) 30 30 20 220  BREIER et al., 2007 

MeOHa –ACNb –TEAc -  
(20:30:50) 

1,5  C8 150x4,6; 5)  20 20 218 KARAKUS et al., 2007 

MeOHa Fosfato de 
ACNb –TEAc 1% pH 

3,2 (15: 35:50) 

1,0  C18 (150x4,6; 5) 40 0,02-200 20 210  OLIVEIRA et al., 2007 

MeOHa - tampão 
fosfato 0,1M, pH 3,0 

(95:5) 

1,0  C18 (250x4,6; 5)  20-400  220  KOZAN et al, 2008 

ACNb – TAAd 0,05M 
(50:50) pH3,2 

1,0  C18 (250x4,6; 5) 40 40 20 220 30 BRASIL, 2010b 

MeOHa - fosfato 
monobásico pH 7,4 

(35:65) 

1,0  C18 (250x4,6; 5) 10 10 20 218 20 ARAYNE et al,  2011 

(Continua)



38 
 

 

(Continuação) 

Fase móvel (v/v) Fluxo 
(mL.min-1) 

 

Coluna 
(dimensões, mm; 

partículas, µm) 

T (°C) Amostra 

 (µg.mL-1) 

Volume 
de 

injeção 

Detcção 
UV (nm) 

Fonte 

MEOHa – Tampão 
fosfato 0,05M contendo 
1% TEAc e 0,1gm% de 

ácido 1-octano sulfônico 
sódio - (40:60) 

1,5   C18 (250x4,6; 5) 25 50 20 215  MAHER et al., 2011 

A =TEAc 0,05% pH 7 -  
B=ACNb/água (90:10) - 

gradiente de 0 a 40% de 
ACN 

0,4  C18 (100x2,1; 1,7) 30 1.200 1,5 220  VAGHELA et al., 2012 

Tampão fosfato – 
MeOHa – ACNb, pH3,7 

(60:20:20) 

1,2  C8 (150x4,6; 5) Ambiente 20 10 210  NIMJE et al, 2012 

Tampão diidrogeno 
fosfato 0,01 M pH 6 – 

ACNb (68:32) 

1,0  C18 (150x4,6; 5) 35 24 50 230  AlAANI; ALASHKAR, 
2013* 

MeOHa - ácido 
ortofosfórico 0.1% 

(90:10), pH 6,8 

1,0  C18 (250x4,6; 5)  600  226  PANKHANIYA et al., 2013 

a = MeOH, metanol ; b= ACN, Acetonitrila; c = TEA, trietanolamina; d= TAA, tampão acetato de amônio 

*Suspensão oral de fexofenadina
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Elucidar a classificação biofarmacêutica do cloridrato de fexofenadina e 

propor condições para os estudos de dissolução para a forma farmacêutica 

suspensão oral. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Definir a permeabilidade do cloridrato de fexofenadina. 

 Avaliar possível interferência dos excipientes da suspensão oral do cloridrato 

fexofenadina na dissolução.  

 Desenvolver e validar método analítico para quantificação do cloridrato de 

fexofenadina em estudos de solubilidade e dissolução. 

 Definir a solubilidade do cloridrato de fexofenadina conforme o sistema de 

classificação biofarmacêutica.  

 Propor condições para o teste de dissolução do cloridrato de fexofenadina 

suspensão oral.  

 Definir a classificação biofarmacêutica do cloridrato de fexofenadina. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

Cloridrato de fexofenadina 

Matéria-prima adquirida da Gamma, fabricada pela CHIZOU (China), lote 20141202. 

Substância química de referência (SQR) (100%), doada pela Farmacopeia 
Brasileira, lote 1078. 

Suspensão oral Allegra pediátrico® (6mg.mL-1), fabricado por Sanofi-Aventis, lote 
632713. 

 

Reagentes 

Água ultrapura 

Acetato de sódio, PA – ProQuímicos. Lote 13/0895. Rio de Janeiro – RJ. 

Acetonitrila grau cromatográfico, Merck – LiChrosoh®. Darmstad (Alemanha). 

Ácido clorídrico, PA – ProQuímicos. Lote 130831. Rio de Janeiro – RJ. 

Cloreto de potássio, PA – Vetec Química Fina. Lote 1000052, Rio de Janeiro – RJ; 

Cloreto de sódio, PA – Neon. Lote 16016, São Paulo – SP; 

Hidróxido de sódio, PA – Vetec Química Fina. Lote 1106142, Rio de Janeiro – RJ; 

Fosfato de sódio monobásico anidro, PA – Neon. Lote 39746, São Paulo – SP; 

Fosfato de sódio monobásico trihidratado, PA – Dinâmica Química Contemporânea 
Ltda. Lote 33234. 

Metanol grau cromatográfico, JT Baker, lote T29C10. México. 

 

 

Equipamentos 

 

Balança analítica AUX 220, Shimadzu, Kyoto, Japão 

Banho ultrassônico USC-1400, Unique, Indaiatuba, Brasil. 

Cromatógrafo a líquido de alta eficiência acoplado a detector de arranjo de diodos 
(DAD) 2695, Waters, Millford, EUA. 

Dissolutor com coletores automáticos Vision® G2 Elite 8/AutoPlus & Autofill, 
Hanson, Chatsworth, EUA. 

Espectrofotômetro UV/Vis duplo feixe AJX-6100 PC® Micronal, São Paulo, Brasil. 

Espectrofotômetro IV/FTIR Varian® 610R, Austrália 

Incubadora Shaker KS 40000i Control, IKA, Staufen im Breisgau, Alemanha. 

pHmetro pH 21, Hanna, São Paulo, Brasil. 
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Ponto de fusão M-560, Buchi, Suíça. 

Sistema purificador de água DirectQ, Millipore, Billerica, EUA. 

Viscosímetro rotacional, ViscoTester, ThermoScientific, Waltham, EUA. 

Zetasizer PN 3702 Malvern, Malvern, Inglaterra. 

 

 

Acessórios 

 

Coluna cromatográfica Zorbax Eclipse® C18, 150 × 4,6 mm, 5 µm, Agilent, EUA. 

Membrana filtrante em nylon (47 mm, 0,45µm) Millipore® Merck, Darmstadt, 
Alemanha, lote B3BA86664. 

Millex HV (PVDF) (33 mm, 0,45µm) Millipore® Merck, Irlanda, lote RSEA01245. 

Pipeta automática Kasvi basic® p5000, China, lote 215113. 

Pipetas automáticas Pipetman® Gilson p1000 (lote JH52268), p200 (lote CD54034), 

p100 (lote CJ51976), p20 (lote JG52676), França. 
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4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Identificação da matéria-prima cloridrato de fexofenadina 

 

A identificação se procedeu conforme ensaios de avaliação de 

características físicas, ponto de fusão, identificação por espectrometria no 

infravermelho e de espectrofotometria no ultravioleta descritos na monografia 

individual do fármaco cloridrato de fexofenadina na Farmacopeia Brasileira 5ª edição 

(BRASIL, 2010a).  

 

4.2.2 Informações relativas à permeabilidade do cloridrato de fexofenadina 

 

 As bases de dados Pubmed®, Scopus®, Web of Science®, 

ScienceDirect® e Periódicos Capes® foram consultadas utilizando as palavras-

chave “fexofenadine AND permeability”, “fexofenadine AND Caco-2” e 

“fexofenadine”, com restrição quanto à presença das palavras em títulos e resumos. 

A busca com o termo “fexofenadine” foi restrita apenas ao título, mas sem restrição 

de período. Na base ScienceDirect, utilizou-se o filtro “Pharmacology, Toxicology 

and Pharmaceutical Science”. Os resultados da busca foram analisados inicialmente 

pelo título, e por conseguinte pelos resumos. Os artigos selecionados foram lidos, os 

dados extraídos e avaliados. 

Posteriomente, a estrutura da fexofenadina foi desenhada nos programas de 

livre acesso Mollinspiration® (ERTL; BIENFAIT, 2017) e MarvinSketch® 

(MarvinSketch). Como referência, foi utilizada a molécula do metoprolol, um 

fármaco considerado de alta permeabilidade (KASIM et al., 2004), nos programas 

anteriormente referidos, afim de se obter o coeficiente de partição octanol-água 

(logP) para o fármaco em estudo.  

 

4.2.3 Avaliação dos excipientes contidos na suspensão oral de FEX 

 

As listas disponíveis para produtos referência, similares e genéricos da 

página da Anvisa foram consultadas, e os produtos sob a forma de suspensão oral 

contendo cloridrato de fexofenadina foram catalogados e as respectivas formulações
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 obtidas a partir de consulta as bulas disponíveis  na plataforma Google®. Foram 

pesquisadas na literatura científica, por meio das bases de dados Pubmed®, 

Scopus®, Web of Science®, ScienceDirect® e Periodicos Capes® as possíveis 

interferências na absorção e/ou permeabilidade de fármacos ocasionados pelos 

excipientes, bem como suas respectivas funções. Nesse caso, as palavras-chaves 

utilizadas compunham-se dos nomes dos excipientes farmacêuticos em inglês, sem 

utilização de filtros para resgatar o maior número de resultados. 

 

4.2.4 Preparo dos tampões  

Os tampões foram preparados conforme indicação da Farmacopeia 

Americana. O preparo de 1L de tampão ácido clorídrico pH 2,0 requer 250mL de 

cloreto de potássio 0,2M e 65mL de ácido clorídrico 0,2M. Para 1L de tampão 

acetato pH 4,5, utiliza-se 2,99g de acetato de sódio triidratado e 14mL de ácido 

acético 2N. Para o preparo de 1L de tampão fosfato pH 6,8 utiliza-se 250mL de 

fosfato de sódio monobásico 0,2M e  112mL de hidróxido de sódio 0,2 M (UNITED, 

2006). 

  

4.2.5 Desenvolvimento do método analítico para quantificação do cloridrato de 
fexofenadina em estudos de solubilidade e dissolução 

 

Após levantamento dos dados disponíveis na literatura, conforme tabela 4 do 

item 2.5.1, para quantificação de FEX, foram estabelecidas as condições de fluxo e 

temperatura, 1ml.min-1 e 30 °C, respectivamente. O protocolo de desenvolvimento 

iniciou com uso de fases móveis com MeOH:água e ACN:água, testadas a partir da 

proporção de 50% a 80% de ACN, e em seguida, fase móvel acidificada com ácido 

acético 0,1% v/v. Por fim, a fase móvel descrita na farmacopeia brasileira 5ª edição 

foi testada, composta por ACN e tampão acetato de amônio (TAA) 50mM, na 

proporção de 50% de cada solvente, pH 3,2 ajustado com ácido clorídrico 0,1M. O 

TAA foi utilizado na concentração de 25mM, e a proporção de tampão foi testada de 

50 a 60% para obter um tempo de retenção em torno de 5min. A otimização da 

condição passou pelo ajuste dos valores de pH para 5,8 e 6,8 para a fase móvel 

TAA 57% - ACN 43%, e TAA 68% - ACN 32%, respectivamente. Devido a faixa 

tamponante do TAA, o tampão fosfato de sódio monobásico (TFM) pH 6,8 ajustado
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 com hidróxido de sódio 1M foi testado nas concentrações 10 e 25mM, na proporção 

de 68% com ACN 32%.  

Os parâmetros cromatográficos assimetria de pico (As), fator de retenção (k) 

e fator de cauda (T) foram calculados para os cromatogramas obtidos e a fase móvel 

que proporcionou melhor forma do sinal cromatográfico foi selecionada. Em seguida, 

verificou-se a separação do sinal correspondente ao fármaco daqueles inerentes aos 

excipientes da suspensão oral empregando a fase móvel selecionada, e como matriz 

os meios empregados nos ensaios de dissolução. 

Para esse experimento, 5mL da suspensão oral foram transferidos para 

balão volumétrico de 50mL contendo 30mL de MeOH e sonicados por 10 min. O 

volume do balão foi completado com MeOH, para que uma solução de concentração 

600µg/mL fosse obtida. Uma alíquota de 5mL dessa solução foi transferida para 

outro balão de 50mL, e o volume completado com MeOH para obter uma solução de 

60µg/mL. Visando avaliar se o preparo da amostra para injeção no cromatógrafo 

ocasiona interferência nos resultados, foram realizados quatro procedimentos a 

partir dessa solução: 

a) 5mL da solução foi centrifugada a 5000 rpm por 5min, o sobrenadante foi 

filtrado em filtro PVDF de 0,45µm e analisado.  

b) 2mL foram filtrados em filtro PVDF 0,45µm e analisados.  

c) 2mL foram filtrados em  dois filtros PVDF de 0,45µm e analisados.  

d) 2mL foram filtrados em filtro PVDF de 0,22µm e analisados. 

 

4.2.6 Validação do método analítico desenvolvido para quantificação de FEX 

4.2.6.1 Seletividade 

A seletividade foi demonstrada pela separação de FEX dos produtos obtidos 

pela degradação forçada da SQR por métodos térmico, alcalino e ácido (BRASIL, 

2003). Para tanto, ensaios piloto nas situações mencionadas foram realizados para 

definir as condições precisas de degradação.   

Para a degradação ácida e alcalina, 2,1mL de solução estoque de FEX 

1000µg.mL-1 em MeOH foi adicionada a 2,1mL de ácido clorídrico 1M, ou hidróxido 
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de sódio 1M, perfazendo uma solução de 525µg.mL-1. Três amostras foram feitas e 

deixadas em temperatura ambiente, das quais foram coletadas alíquotas nos tempos 

0, 3 e 6 h. Cada amostra coletada foi neutralizada com 2,1mL de hidróxido de sódio 

1M ou ácido clorídrico 1M, originando uma solução de 350µg.mL-1, diluída nas 

soluções tampão pH 1,2, 4,5 e 6,8 para atingir a concentração de 70µg.mL-1, que foi 

analisada por CLAE. Posteriormente, o procedimento foi repetido, deixando as 

amostras com ácido clorídrico 3M em temperatura ambiente por 24h e em estufa a 

96°C por 8h. A condição de degradação alcalina com hidróxido de sódio 3M foi 

repetida com amostras a temperatura ambiente por 24h, e em estufa a 96°C por 

48h. A mesma condição foi repetida com adição de 2,1mL de hidróxido de sódio 9M 

à solução estoque em estufa a 96°C por 1h.  

A condição final utilizada para as degradações ácida e alcalina consistiu em 

amostras acrescidas de ácido clorídrico 3M em estufa a 96 °C por 1h, e hidróxido de 

sódio 6M em estufa a 96 °C por 1h, mantendo-se a proposta de diluição. 

A degradação térmica consistiu em adicionar 700µL  da solução estoque de 

FEX a 1000µg.mL-1 em balão volumétrico de 10mL, cujo volume foi completado com 

soluções tampão pH 1,2, 4,5 ou 6,8, em triplicata. As soluções foram deixadas em 

estufa a 96 °C inicialmente por 12h, posteriormente por 24h, 54h e 96h. 

No ensaio final, 350µL da solução estoque de FEX SQR em MeOH  a 

1000µg.mL-1 foram transferidos para balões volumétricos de 5mL, os quais foram 

completados com soluções tampões de ácido clorídrico pH 2,0 (n=4), de acetato pH 

4,5 (n=4) e de fosfato pH 6,8 (n=4). O volume foi transferido para tubos de ensaio 

vedados, e três amostras de cada solução diluída foram levados à estufa por 24h à 

96 °C. O tempo zero foi imediatamente analisado por CLAE. 

 

4.2.6.2 Linearidade 

Foram preparadas três soluções estoque (SE) a partir da pesagem de 2,5mg 

de FEX SQR, cuja massa foi transferida para balão volumétrico de 5mL e o volume 

foi completado com MeOH para obter soluções  a 500µg.mL-1. Foram feitas diluições 

seriadas conforme a tabela 3. Os diluentes foram tampão pH 2,0, 4,5 e 6,8. As 

soluções foram filtradas em filtro PVDF de 0,45µm e analisadas por cromatografia a 

líquido na condição estabelecida. 
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Tabela 3 – Tabela com os volumes de SE de FEX diluídos em balão volumétrico de 2,0mL 
visando preparo das curvas analíticas em cada um dos meios avaliados (pH 2,0; 4,5 e 6,8) 

Volume da SE de FEX (µL) Concentrações (µg.mL-1) 

60 15 

100 25 

160 40 

220 55 

280 70 

360 90 

440 110 

 

A linearidade foi avaliada em três dias, com triplicatas de curvas analíticas 

de FEX SQR a partir de três soluções estoques diferentes (BRASIL, 2016). A 

avaliação dos dados da linearidade incluiram o traçado da reta empregando o 

método dos mínimos quadrados, com obtenção do coeficiente de correlação de 

Pearson, o qual deve ser superior a 0,990, análise de variância  (teste F) para 

avaliar a significância do coeficiente angular e desvio padrão relativo (BRASIL, 

2003). As análises foram realizadas utilizando o programa R (VENABLES; RIPLEY, 

2002; FOX ; WEISBERG, 2011; TEAM, 2016). 

 

4.2.6.3 Precisão 

A repetitividade foi avaliada pelas triplicatas das concentrações baixa, média 

e alta, oriundas de três soluções estoques diferentes e efetuadas pelo mesmo 

analista em um mesmo dia. O resultado foi expresso pelo desvio padrão relativo, 

que deve ser menor que 5%. A precisão intermediária foi demonstrada pelo mesmo 

método realizado em três dias diferentes (BRASIL, 2003). Os dados foram 

calculados pelo Microsoft Excel® 2010. 

 

4.2.6.4 Exatidão 

A exatidão foi demonstrada pela análise em triplicatas das concentrações 

baixa, média e alta da curva analítica, provenientes de soluções estoque diferentes e 

calculada a partir da razão da concentração média experimental pela concentração 

teórica e expresso em porcentagem (x 100). (BRASIL, 2003). Valores entre 95% e 
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105% são normalmente aceitos (ROZET et al., 2007). Os dados foram calculados 

pelo Microsoft Excel® 2010. 

 

4.2.6.5 Limite de detecção 

Foi determinado por meio de dados da triplicata da curva analítica, utilizando 

a fórmula: 3,3 𝜎/IC , em que 𝜎 é o desvio padrão obtido do intercepto do eixo Y de 

três curvas analíticas e IC é a inclinação da curva analítica (BRASIL, 2003). 

 

4.2.6.6 Limite de quantificação 

Foi calculado com base na curva analítica pela fórmula: 10𝜎/IC, neste caso, 

𝜎 é o desvio padrão obtido do intercepto do eixo Y de três curvas analíticas e IC é a 

inclinação da curva analítica (BRASIL, 2003). 

 

4.2.6.7 Robustez 

A robustez do método foi avaliada alterando-se o pH da fase móvel em ±0,1 

unidade, a temperatura em ±1°C, o fluxo da fase móvel em ±0,1mL.min-1 e a 

proporção dos constituintes da fase móvel em ± 2% (BRASIL, 2003). 

 

4.2.7 Estudo de solubilidade 

O estudo de solubilidade foi realizado pelo método de agitação orbital em 

frasco. Os meios utilizados foram tampão ácido clorídrico pH 2,0, tampão acetato  

pH 4,5 e tampão fosfato pH 6,8, de modo a atender a exigência de classificação da 

solubilidade de um fármaco de acordo com o SCB que requer emprego de pH na 

faixa de 1 a 6,8 (FDA, 2015a). Os experimentos ocorreram em triplicata para cada 

meio à temperatura de 37°C±1°C. Foi realizado um estudo piloto de 48h com 

tempos de coleta de 1, 3, 5, 7, 9, 12, 24, 28, 36 e 48h de forma que somente 5% do 

meio fosse reposto para o ensaio final da solubilidade. Ao final, foi estabelecido um 

estudo de 12h para os tampões pH 2,0, 4,5 e 6,8, cujos volumes foram 100mL. 

Alíquotas de 1mL foram coletadas nos tempos pré-determinados com reposição do 

volume, para observar o ponto em que ocorre o equilíbrio da solubilidade. As 
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alíquotas obtidas dos tampões pH 2,0 e 6,8 foram filtradas em membrana PVDF  de 

0,45µm e diluídas no respectivos tampões na proporção 1:10 e 1:4, 

respectivamente. As amostras oriundas do tampão pH 4,5 não necessitaram de 

diluição e foram apenas filtradas. As amostras foram quantificadas pelo método 

cromatográfico desenvolvido e validado. O pH das soluções foi aferido no início e no 

final do experimento. 

 

4.2.7.1 Estudo de estabilidade 

Foi realizado nas mesmas condições do estudo de solubilidade para 

comprovar a estabilidade do fármaco nos meios utilizados. A SE de FEX matéria-

prima em MeOH foi preparada na concentração de 1.100µg.mL-1. 5mL dessa 

solução foram transferidos para balões volumétricos de 100mL (n=9), cujos volumes 

foram completados com os tampões ácido clorídrico pH 2,0, acetato pH 4,5 e fosfato 

pH 6,8, em triplicata, perfazendo uma solução final de 55µg.mL-1. As soluções foram 

mantidas na incubadora shaker por 12h, conforme duração do estudo de 

solubilidade. Alíquotas de 1mL foram retiradas nos tempos 0, 1, 3, 6, 9, e 12h, 

filtradas em membrana PVDF de 0,45µm e analisadas pelo método CLAE 

desenvolvido e validado, sem reposição de meio. 

 

4.2.8 Caracterização da suspensão oral 

A suspensão oral de FEX foi caracterizada de acordo com o potencial zeta,  

viscosidade, tamanho de partícula e pH. Para o potencial zeta, uma gota de 

suspensão foi diluída em 1mL de água ultrapura. A mistura foi transferida para 

cubeta e analisada. O mesmo se procedeu para a avaliação do tamanho de 

partícula. A determinação da viscosidade empregou viscosímetro rotatório  por meio 

da inserção do ‘spindle’ em um béquer de 100mL contendo a amostra, até cobertura 

do sulco superior. Diferentes ‘spindles’ e velocidades de rotação foram testados até 

que a maior confiabilidade dos resultados fosse obtida, de acordo com os 

parâmetros do equipamento. O pH da suspensão foi aferido antes do teste de 

viscosidade. 
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4.2.9 Doseamento da suspensão oral 

A um balão volumétrico de 250mL foram adicionados 5mL da suspensão 

oral de FEX, este procedimento foi realizado em triplicata. A estes balões, 

adicionaram-se 100mL de MeOH grau cromatográfico, o qual foi previamente 

utilizado para lavagem da pipeta empregada para coletar a suspensão. Esta 

lavagem foi realizada por meio da pipetagem do mesmo. Os balões foram levados 

ao banho ultrassom por 30 min. Terminada a extração, foi adicionado o tampão 

ácido clorídrico pH 2,0 (n=3) para completar o volume do balão e a solução foi 

novamente sonicada por 30 min. O menisco foi então completado e as soluções 

filtradas em papel de filtro. Do filtrado de concentração 120µg.mL-1, alíquotas de 

5mL foram retiradas e adicionadas a balão volumétrico de 10mL, cujo volume foi 

completado com o tampão ácido clorídrico pH 2,0 (n=3). A solução final de 60µg.mL-

1 foi filtrada em membrana PVDF 0,45µm e quantificada pelo método CLAE validado.  

 

4.2.10 Estudo de dissolução 

 A partir dos dados de solubilidade foi determinada a condição sink  do 

estudo de dissolução por meio do cálculo dose/solubilidade x 3. Sendo a condição 

de não saturação definida como o excesso de volume necessário para solubilizar a 

quantidade de fármaco utilizada na dissolução (ROHRS, 2001). O estudo de 

dissolução foi realizado em cubas com capacidade para 900mL de meio, à 

temperatura de 37°C ± 0,5°C durante 60min. A liberação do fármaco foi estudada 

em seis cubas nos meios biorrelevantes tampão ácido clorídrico pH 2,0 tampão 

acetato pH 4,5 e tampão fosfato pH 6,8, os quais mimetizam o estado em jejum do 

estômago e da região proximal do intestino delgado, e por isso são mais adequados 

para avaliar a dissolução de fármacos, especialmente os de baixa solubilidade 

(REPPAS; VERTZONI, 2012; REPPAS et al., 2014).  

Os tempos de coleta foram 2, 6, 10, 15, 30, 45 e 60min, sendo que no 

período de 45 a 60min, a velocidade de rotação foi aumentada para 150rpm (ponto 

infinito). O aparelho pá foi empregado nas velocidades de 25 e 50rpm que são as 

mais comumente utilizadas para a dissolução de suspensões orais (DA FONSECA 

et al., 2009; KUMINEK et al., 2012; ŻUKIEWICZ-SOBCZAK et al., 2012; RUBIM et 

al., 2014; DA SILVA et al., 2015).  
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Com auxílio de seringas de vidro, volumes de 5mL de medicamento foram 

inseridos no centro das cubas, o que é equivalente a 30mg de FEX. As seringas 

foram pesadas quando cheias e após esvaziamento (SOARES, 2016). A agitação do 

frasco de suspensão foi padronizada em 1 min, para garantir reprodutibilidade dos 

resultados e da quantidade retirada de fármaco de cada frasco. Nos tempos pré-

determinados de coleta, 5mL de amostra foram retiradas da cuba de forma 

automática, com reposição de meio. A alíquota da amostra foi filtrada em membrana 

PVDF de 0,45µm e imediatamente quantificada pelo método CLAE validado. O pH 

dos meios foi aferido ao início e ao final do experimento. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 IDENTIFICAÇÃO DA MATÉRIA-PRIMA CLORIDRATO FEXOFENADINA 

A inspeção visual mostrou que a matéria-prima cumpre o descrito na 

farmacopeia: pó cristalino branco. As faixas de fusão da FEX SQR e da matéria-

prima foram iguais, entre 195 e 199°C, muito próximo do descrito na farmacopeia, de 

195 a 197°C (BRASIL, 2010a). Espectros de absorção IV de FEX SQR e da amostra 

obtidos em espectrofotômetro com transformador de Fourier e dispositivo ATR 

(atenuador de reflectância) estão apresentados na figura 2. 

 

 Figura 2 - Espectro de infravermelho comparativo do cloridrato fexofenadina SQR (preto) e 
matéria-prima (rosa). 

 

 

A análise mostra que FEX SQR e matéria-prima possuem espectros muito 

semelhantes. Ambos apresentaram em torno de 1.700cm-1  banda de absorção 

referente a estiramento da ligação carbonila (C = O) do ácido carboxílico da 

molécula e na região aproximada de 3.300cm-1, referente a estiramento vibracional 

da hidroxila (O – H) (PAVIA et al.; SILVERSTEIN et al., 2005; CONSTANTINO, 

2006). A ligação de aminas (C – N) entre 1.020cm-1 e 1.250cm-1 não foi observada 

no espectro obtido da amostra . Abaixo de 900 cm-1, foram observadas as bandas 

condizentes com a estrutura de anel aromático, cujas ligações  C – H foram 

observadas entre 1.300cm-1 e 1.100cm-1, tanto na amostra quanto na SQR. As 

ligações entre carbonos em cadeia linear apareceram fracamente entre 1.200cm-1  e 

O-H 

C=O 

Anel  

aromático 
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800cm-1 (PAVIA et al.; SILVERSTEIN et al., 2005; CONSTANTINO, 2006). A banda 

em 2.359 cm-1 refere-se ao estiramento da ligação C=O do dióxido de carbono 

(TARASCHEWSKI et al., 2005; CHALMERS, 2006) e resulta da interferência de 

partículas atmosféricas durante o experimento (CHALMERS, 2006).  

A técnica de absorção na região do infravermelho é bastante difundida para 

a identificação de uma molécula, por meio de comparação com um padrão de 

referência, além de ser utilizada na avaliação de pureza e polimorfismos e 

investigação estrutural da molécula em conjunto com técnicas mais específicas 

(KALINKOVA, 1999).  

O espectro de absorção no ultravioleta com varredura entre 200nm e 400nm, 

em cubetas de quartzo de 1 cm, das amostras preparadas em etanol na 

concentração de 0,0014%p/v em etanol apresentou ombro em 220 nm conforme 

especificado na Farmacopeia Brasileira 5ª edição (BRASIL, 2010a), o qual foi 

identificado também no espectro obtido a partir da substância química de referência 

(SQR). Tanto o espectro da amostra quanto da SQR, exibidos na figura 3, 

apresentaram picos de absorção em 202nm e 268nm. Tais resultados concordam 

com aqueles descritos na literatura para solução de FEX preparada na mesma 

concentração empregando o solvente referido, cuja absorção foi mencionada em 

220nm (BREIER, 2007; BRASIL, 2010a). A matéria-prima adquirida apresentou 

espectro bastante semelhante a FEX SQR na faixa de comprimento de onda 

avaliado. 

Na região ultravioleta ou visível, mede-se a atenuação da radiação emitida 

quando essa atravessa a solução contendo o analito. Um espectro de absorção é 

gerado, e esse dado pode ser utilizado para auxiliar  na identificação de uma 

substância (SKOOG et al., 2006). 
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Figura 3 - Espectro ultravioleta de soluções de cloridrato de fexofenadina SQR (preto) e 
matéria-prima (vermelho) solubilizadas em etanol a 0,00014%. 

 

 

5.2 INFORMAÇÕES RELATIVAS À PERMEABILIDADE DO CLORIDRATO DE 
FEXOFENADINA 

 

Em relação aos métodos in silico, os dados extraídos dos programas 

Mollinspiration® (ERTL; BIENFAIT, 2017) e MarvinSketch® são apresentados na 

tabela 4. 

 

Tabela 4 - LogP in silico do cloridrato de fexofenadina e do metoprolol. 

Programa Fexofenadina HCl Metoprolol 

Mollinspiration® 4,86 1,97 

MarvinSketch® 5,68 1,76 

(MarvinSketch; ERTL; BIENFAIT, 2017) 

 

A permeabilidade depende de características da molécula 

farmacologicamente ativa, como tamanho e caráter lipofílico. Algumas 

Ombro 220nm 
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características físico-químicas, como a massa molecular, grupos doadores e 

aceptores de hidrogênio e coeficiente de partição foram associadas de modo geral à 

boa absorção, permeação e atividade oral do fármaco (LIPINSKI et al., 1997). 

Segundo as regras propostas por Lipinski, normalmente terão permeabilidade 

passiva prejudicada os fármacos que contêm mais de 5 grupos doadores de 

hidrogênio, massa molecular superior a 800 Da, mais de 10 grupos receptores de 

hidrogênio e logP maior que 5 (FLORENCE; ATTWOOD, 2011). Um coeficiente de 

partição acima de quatro já demonstra queda na permeabilidade em função do logP, 

pois serão moléculas mais hidrofóbicas com menor solubilidade aquosa, e por 

consequência, menor partição entre membrana celular e líquido extracelular 

(ARTURSSON et al., 2001). FEX por sua vez, possui cinco grupos receptores de 

hidrogênio, três grupos doadores de hidrogênio e oito ligações de hidrogênio (figura 

4) (TANNERGREN et al., 2003). De acordo com esses dados, sua permeabilidade 

por processo passivo seria possível. Todavia, fármacos absorvidos por 

transportadores biológicos podem ser exceção à essa convenção (LIPINSKI et al., 

1997). Para FEX, a absorção se dá principalmente por transportadores (OATP) 

(UJIE et al., 2008), o que impede uma boa correlação desses modelos para este 

fármaco. 

 

Figura 4 - Propriedades da molécula de fexofenadina cinco grupos aceptores de hidrogênio 
(A), três grupos doadores de hidrogênio (D) e oito ligações de hidrogênio (D + A). 

 

 

Conforme a hipótese de partição por pH, fármacos na forma não ionizada 

são mais permeáveis, dado que seriam mais lipossolúveis. Por isso, o pH do local de 

absorção deve ser levado em consideração, uma vez que exerce grande influência 

sobre eletrólitos fracos (FLORENCE; ATTWOOD, 2011). Essa relação é 
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especialmente importante para FEX, que é um fármaco zwitteriônico, com diferentes 

graus de ionização. 

A busca com as palavras-chave “fexofenadine AND permeability”, 

“fexofenadine AND Caco-2”e “fexofenadine” retornou 324, 236 e 1.968 resultados, 

respectivamente. Devido à amplitude da busca, aproximadamente 2.500 trabalhos 

foram excluídos após leitura do título, dado que não mostravam ter relação com o 

estudo de permeabilidade. Por consequência, 29 resultados se mostraram 

relevantes e foram avaliados pelo resumo (figura 5). Dentre esses, 19 não 

apresentavam dados experimentais sobre a permeabilidade da FEX, e foram 

excluídos. A partir dos 10 restantes, foram construídas as tabelas 6 e 7 sobre a 

permeabilidade da FEX.  

 

Figura 5 - Fluxograma da sistematização da revisão da literatura. 
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Tabela 5 - Dados relativos à permeabilidade in vitro da fexofenadina e do cloridrato de 

fexofenadina disponíveis na literatura. 

Método Concentração 
(µM) 

Papp ab1  

(cm.s-1) 

Papp ba2  

(cm.s-1) 

Fonte 

Caco-2 50 
100 
500 

1.000 
5.000 

0,10 x10-6 
0,13 x10-6 
0,14 x10-6 
1,97 x10-6 
2,55 x10-6 

 

3,91 x10-6 
3,98 x10-6 
3,03 x10-6 
2,39 x10-6 
2,61 x10-6 

GUNDOGDU et al., 
20113 

Caco-2 100 0,06 x10-6 0,87 x10-6 JUNIOR et al., 20153 

Caco-2 100 0,60x10-6 3,19 x10-6 PERLOFF et al., 2002 

Caco-2 50 
100 
500 

1.000 
5.000 

0,10 x10-6 
0,13 x10-6 
0,14 x10-6 

19,70 x10-6 
2,55 x10-6 

3,91 x10-6 
3,98 x10-6 
3,03 x10-6 
2,91 x10-6 
2,61 x10-6 

GUNDOGDU et al., 
2012 

Caco-2 133,79 2,00 x10-6 - JUNG et al., 20063 

Caco-2 10 
50 

100 
200 
500 

1.000 

0,17 x10-6 
0,23 x10-6 
0,27 x10-6 
0,22 x10-6 
0,19 x10-6 

14,22 x10-6 
14,02 x10-6 
14.82 x10-6 
10,19 x10-6 
8,78 x10-6 
5,43 x10-6 

PETRI et al., 2004 

PAMPA 50 2,80 x10-6  TAM et al., 2010 

1Pappab – permeabilidade aparente apical-basolateral 
2Pappba – permeabilidade aparente basolateral-apical 
3Empregaram o cloridrato de fexofenadina 
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Tabela 6 - Dados relativos à permeabilidade in vivo da fexofenadina e do cloridrato de 

fexofenadina disponíveis na literatura. 

Humanos 

Número de 
voluntários 

Dose (mg L-1) Fa1 (%) Peff
2 (cm/s) Fonte 

10 100 (solução) 2 ± 2 6 x10-6 TANNERGREN et al., 
2003a3 

8 50 (solução) 3 ± 3 11 x10-6 TANNERGREN et al., 
2003b3 

Ratos 

Modelo Concentração 
(µM) 

Fa (%) Peff (cm/s) Fonte 

In situ 50 
100 
500 

1.000 
5.000 

 13,60 x10-6 
14,90 x10-6 
16,70 x10-6 
23,70 x10-6 
25,80 x10-6 

GUNDOGDU et al., 
2012 

In situ 100  5,50 x10-6 VARMA; 
PACHAGNULA, 20043 

In vivo 1 e 3 mg/kg 30,00 0,72x10-6 GOTOH et al., 2005 

In situ 750 e 1.500 31,50 0,72 x 10-6 GOTOH et al., 2005 

1Fa – fração absorvida 
2Peff – permeabilidade efetiva 
3Empregaram o cloridrato de fexofenadina especificamente 
 
 

Há uma discordância de dados na literatura em relação ao valor mínimo de 

permeabilidade em células Caco-2 que permite assegurar alta permeabilidade 

intestinal para a substância testada. São relatados valores iguais ou superiores a 

2x10-6 cm.s-1 (AMIDON et al., 1995), 10x10-6 cm.s-1 (YEE, 1997), 3x10-6 cm.s-1 (ZHU et 

al., 2002), 5x10-6 cm.s-1 (LI et al., 2008), 20x10-6 cm.s-1 (KERNS; DI, 2008). Admitem-

se valores de 5x10-6 cm.s-1 para ensaios em intestino de ratos e 4x10-6 cm.s-1 em 

intestino humano como de alta permabilidade (ZAKERI-MILANI et al., 2009), bem 

como biodisponibilidade superior a 85% (EMA, 2008; BRASIL, 2014a; FDA, 2015b).  

Para fins de comparação, são utilizados os resultados obtidos para o 

metoprolol que é um fármaco da classe I do SCB, cuja permeabilidade efetiva em 

células Caco-2 é em torno de 2x10-6 cm.s-1, 5,7 x10-6 cm.s-1 em ratos (ZAKERI-

MILANI et al., 2009) e 3,3 x10-6 cm.s-1 em humanos (ZAKERI-MILANI et al., 2007) e 

biodisponibilidade estimada em 95% (AVDEEF, 2003; KASIM et al., 2004; 
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INCECAYIR et al., 2013). De acordo com os dados encontrados na revisão da 

literatura, FEX possui uma permeabilidade bastante baixa em células Caco-2 

(PERLOFF et al., 2002; PETRI et al., 2004; JUNG et al., 2006; TAM et al., 2010; 

GUNDOGDU et al., 2011; GUNDOGDU et al., 2012; JUNIOR et al., 2015).  

A permeabilidade aparente na direção basolateral-apical (Pba) é maior que a 

permeabilidade aparente na direção apical-basolateral (Pab), fato que indica 

tendência secretiva da absorção, o que significa dizer que o fármaco é expelido para 

o lado extracelular, e portanto, não absorvido (UJIE et al., 2008). Em ratos (GOTOH 

et al., 2005; VARMA; PANCHAGNULA, 2005; GUNDOGDU et al., 2012), os valores 

também localizam-se abaixo do valor limite preconizado no SCB. Em humanos, os 

resultados indicam uma maior permeabilidade, o que não se reflete na fração 

absorvida observada, que pode ser devido a maior expressão de transportadores de 

efluxo (TANNERGREN et al., 2003; TANNERGREN et al., 2003). Estima-se uma 

biodisponibilidade de 33% para FEX (AVENTIS, 2006).  

Para fármacos de baixa permeabilidade, há uma discrepância entre os 

coeficientes de permeabilidade obtidos in vitro e in vivo, pois eles teriam maior 

superfície absortiva já que permanecem mais tempo no intestino e se difundem 

pelas microvilosidades intestinais, com isso, a permeabilidade in vivo superaria os 

valores alcançados in vitro (ARTURSSON et al., 2001). 

Os resultados do logP para FEX são superiores ao do metoprolol, porém 

próximos a cinco, o que indica baixa permeabilidade de acordo com a regra dos 

cinco de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997; AVDEEF, 2003). Sabe-se que esse fármaco 

tem absorção mediada por transportadores OATP e sofre efluxo pela glicoproteína P 

(P-gp), o que reduz sua absorção in vivo e explica os baixos valores encontrados 

(CVETKOVIC et al., 1999; YAMADA et al., 2009). A saturação do transportador 

também corrobora para embasar os resultados de baixa biodisponibilidade oral 

desse fármaco (SUGANO et al., 2010).  

Por se tratar de um fármaco zwiteriônico, a absorção passiva esperada é 

baixa (TAM et al., 2010), embora a absorção passiva transcelular também ocorra 

para FEX (SUGANO et al., 2010). Diante desses resultados, a FEX pode ser 

considerada como um fármaco de baixa permeabilidade, o que indica que ela 

pertence à classe III ou IV do SCB. 
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5.3 AVALIAÇÃO DOS EXCIPIENTES CONTIDOS NA SUSPENSÃO ORAL DE FEX 

 

Embora sejam normalmente considerados inertes, os excipientes podem 

interagir com os fármacos, de forma a potencializar ou minimizar hidrólise, oxidação, 

adsorção e complexação do fármaco. Interações de cunho biofarmacêutico também 

podem existir (PANAKANTI; NARANG, 2012). Excipientes podem interagir entre si, 

alterando a velocidade de dissolução da forma farmacêutica. Os adjuvantes 

farmacêuticos podem levar à alterações do pH do trato gastrointestinal, da 

motilidade intestinal modificando a velocidade e a extensão de absorção do fármaco, 

e assim sua biodisponibilidade (PANAKANTI; NARANG, 2012).  

Todavia, os excipientes podem interagir com os transportadores de influxo e 

efluxo, e alterar suas funções, por indução ou inibição da atividade de transporte, 

modificando assim, as propriedades farmacocinéticas de fármacos substratos 

desses transportadores (GOOLE et al., 2010).  

De acordo com a lista de medicamentos comercializados no país, publicada 

pela Anvisa, apenas a suspensão oral referência se encontra disponível no mercado 

brasileiro (ANVISA, 2015a, b, c). Os excipientes descritos na bula do medicamento 

Allegra Pediátrico® suspensão oral, suas concentrações usuais e função estão 

apresentados na tabela 7. As concentrações dos excipientes se referem ao que 

normalmente é utilizado em suspensões orais, pois não é possivel saber a 

composição quantitativa destes na suspensão oral referência de FEX.  
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Tabela 7 - Excipientes do produto referência FEX suspensão oral suas funções e 
concentrações usuais. 

Excipiente Função Concentração usualReferência 

Propilenoglicol Solvente 15 a 30%1 

Edetato dissódico diidratado Agente quelante 0,005 a 0,1%1 

Propilparabeno Conservante 0,01 a 0,02%2 

Butilparabeno Conservante 0,006-0,05%2 

Goma xantana Agente suspensor 2,3 mg/mL2 

Polaxâmer 
Estabilizante/ 
Solubilizante 

0,01 a 5%1 

Dióxido de titânio Pigmento 0,37%2 

Fosfato de sódio monobásico 
monoidratado 

Agente tamponante 7,5 mg/mL2 

Fosfato de sódio dibásico 
heptaidratado 

Agente tamponante 12,5mg/mL2 

Creme flavorizante de 
framboesa 

Flavorizante 2,5 mg/mL2 

Sacarose Edulcorante 67% (p/p)2 

Xilitol Edulcorante/ Umectante 333,9 mg/mL2 

Fonte: 1: Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2009; 2: FDA, 2016b. 

 

Dentre os excipientes presentes no produto referência, o propilenoglicol 

aumenta a solubilidade e a dissolução (NOKHODCHI et al., 2005). O polaxâmer 

aumenta solubilidade, molhabilidade e velocidade de dissolução (SRUTI et al., 

2013), porém em altas concentrações, acima de 75% no total da formulação, pode 

formar gel em água constituindo barreira para a dissolução (KOLASINAC et al., 

2012). Além disso, induz efeito inibitório na atividade da P-gp, e no efluxo pelos 

transportadores MRP 1 e 2 (BATRAKOVA et al., 1998; WERLE, 2008; BANSAL et 

al., 2009). A goma xantana aumenta a viscosidade dos líquidos gastrointestinais, 

reduzindo a velocidade de dissolução dos fármacos no estômago (KALASZ;  

ANTAL, 2006) e inibe o efluxo por P-gp, levando ao acúmulo de seus substratos 

(WERLE, 2008; BANSAL et al., 2009). 

Tais atividades inibitórias de P-gp podem ser benéficas para FEX, uma vez 

que como exposto, sofre transporte de efluxo por essa glicoproteína no TGI, assim, 

sua biodisponibilidade pode ser melhorada.  
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5.4 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO ANALÍTICO PARA QUANTIFICAÇÃO DO 
CLORIDRATO DE FEXOFENADINA EM ESTUDOS DE SOLUBILIDADE E 
DISSOLUÇÃO 

 

As diversas composições de fases móveis testadas durante o 

desenvolvimento do método analítico para quantificação de FEX encontram-se 

dispostas na tabela 8. 

 

Tabela 8 - Composição de fases móveis testadas no desenvolvimento do método analítico. 

Solventes orgânico e aquoso da fase móvel Proporção (v/v)  

MeOH Água ultrapura 60:40; 50:50 

MeOH Água acidificada pH 3,2 60:40 

ACN Água ultrapura 70:30; 60:40; 50:50  

ACN Água acidificada, pH 3,2 70:30; 65:35 

ACN Tampão acetato de amônio 25 mM pH 3,2 50:50; 45:55; 44:56; 43:57; 

42:58; 41:59  

ACN Tampão acetato de amônio 25 mM pH 5,8 43:57; 38:62  

ACN Tampão acetato de amônio 25 mM pH 6,8 38:62 

ACN Tampão fosfato monobásico 10 mM pH 6,8 38:62 

ACN Tampão fosfato monobásico 25 mM pH 6,8 38:62 

 

As fases móveis com modificador orgânico e água em qualquer das 

proporções não se mostraram adequadas, e a acidificação da água não 

proporcionou melhoras significativas na forma do pico. A fase móvel ACN:tampão 

acetato de amônio na proporção 43:57 foi a mais satisfatória, porém houve variação 

em mais de um minuto no tempo de retenção ao longo dos testes. Levantou-se a 

hipótese de interferência do tampão acetato de amônio utilizado, cujas faixas de 

tamponamento ocorrem entre 3,8 e 5,8, referente ao acetato e entre 8,3 e 10,3, 

devido ao amônio, e não englobam o pH 3,2 empregado na fase móvel 

(KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007).  
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Com isso, havia indicativo de que FEX poderia ter diferentes estados de 

ionização no pH 3,2, levando a flutuações no tempo de retenção. É importante que o 

pH da fase móvel se situe entre duas unidades para mais ou para menos do pKa da 

substância em análise, pois nesse caso, mais de 50% das moléculas estarão não 

ionizadas, e variações no pH da fase móvel terão menos efeito na retenção 

(SNYDER et al., 1997). Neste caso, FEX que é um fármaco zwiteriônico possui dois 

valores de pKa, um em 4,25 e outro em 9,53 (AVENTIS, 2006) que se separam em 

aproximadamente cinco unidades, o que lhe confere duas curvas de ionização que 

afetam a retenção. A melhor separação ocorre quando o analito se encontra em um 

único estado de ionização, no caso de substâncias zwitteriônicas (KAZAKEVICH; 

LOBRUTTO, 2007). Para tanto, o ideal é que o pH da fase móvel esteja no ponto 

isoelétrico da molécula zwitteriônica, assim, maior reprodutibilidade na retenção é 

alcançada. Esse ponto é em torno de 6,8 para FEX, e foi identificado que o fosfato 

monobásico possui ação tamponante nessa faixa de pH, por isso foi empregado 

para compor a nova fase móvel (SNYDER et al., 1997). Os parâmetros 

cromatográficos foram calculados, e estão apresentados na tabela 9. 

 

Tabela 9 - Parâmetros cromatográficos calculados para os cromatogramas obtidos com fase 
móvel ACN: tampão fosfato monobásico pH 6,8. 

 Molaridade do tampão 
fosfato monobásico 

Tempo de 
retenção (tr, min) 

Fator de 
retenção (k) 

Assimetria 
(As) 

Fator de 
cauda (Tf) 

10mM 4,54 1,48 0,67 1,25 

25mM 3,93 1,86 1,0 0,93 

 

A monografia individual de FEX na Farmacopeia Brasileira 5ª edição 

especifica que o fator de cauda deve ser menor que 2 (BRASIL, 2010a). Em relação 

aos outros parâmetros, o ideal é que o fator de retenção seja maior que 2 (FDA, 

1994) e admite-se uma assimetria de 0,9 a 1,5 (SNYDER et al., 1997).  

A fase móvel ACN:tampão fosfato monobásico 25mM pH 6,8 (32:68 v/v) foi 

escolhida para dar prosseguimento ao trabalho devido aos melhores resultados 

obtidos (figura 6). 
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Figura 6 - Cromatograma de FEX matéria-prima em MeOH. Condições ACN:tampão fosfato 
monobásico 25mM pH 6,8 (32:68 v/v), 30 °C, fluxo 1mL.min-1, coluna C18, detector UV/DAD 
220nm. 

 

 

5.5 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO 

5.5.1 Seletividade 

O estudo piloto mostrou que o método foi capaz de separar o analito de 

interesse dos produtos de degradação nas condições ácida, alcalina e térmica, e o 

sinal do analito cumpriu os requisitos de verificação da pureza de pico. Nos ensaios 

com FEX SQR em condições alcalinas, a modificação da molaridade do hidróxido de 

sódio não foi capaz de causar a degradação do fármaco.  

Na figura 7, encontram-se os cromatogramas resultantes da degradação 

térmica de FEX diluída nos três tampões após 24h sob aquecimento a 96 °C, 

comparado ao tempo zero, bem como o resultado da verificação da pureza de pico. 

Houve separação do pico de interesse em relação aos sinais secundários 

resultantes da degradação.  

Quando diluída nos tampões acetato pH 4,5 e fosfato pH 6,8, praticamente 

não houve degradação (figura 7). Em todos os casos, os ângulos de pureza foram 

menores que o ângulo limite fornecido pelo software do equipamento utilizado. Para 

a condição com os tampões de pH 2,0 e pH 4,5, os ângulos de pureza foram de 

0,111 e 0,128 respectivamente, enquanto o ângulo limite foi de 0,271.Para o tampão 

pH 6,8 o ângulo de pureza foi 0,134 com limite de 0,262. Indicando assim que não 

houve interferência nos sinais cromatográficos relativos ao fármaco.
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Figura 7 – Cromatogramas obtidos após estresse térmico de FEX SQR 70µg.mL-1 diluída 

nos tampões (a) HCl pH 2,0, (b) acetato pH 4,5 e (c) fosfato pH 6,8 e respectivo (d) espectro 
de pureza de pico. Legenda: tempo zero - preto; tempo 24h - verde. Condição 
cromatográfica: ACN: TFM 25mM- (38:62 v/v), coluna C18, fluxo 1mL.min-1, 30 °C, injeção 
20 µL, detecção 220 nm. 

 

 

  

Nesses ensaios foram observadas degradação do fármaco de 16, 81%;  

5,32% e 6,19% quando diluído no tampão pH 2,0, pH 4,5 e pH 6,8, respectivamente. 

Outros trabalhos relataram certa estabilidade de FEX à degradação térmica 

(KARAKUS et al., 2008; MAHER et al., 2011; NIMJE et al., 2012; VAGHELA et al., 

2012; PANKHANIYA et al., 2013). 

A condição de estresse em ácido clorídrico 3M produziu forte degradação do 

fármaco, quando associado à temperatura, cerca de 85,60% no tampão pH 2,0; 

86,98% no tampão pH 4,5 e 88,78% no tampão pH 6,8. Os cromatogramas estão 

apresentados na figura 8, junto com o gráfico da pureza de pico, que comprova a 

ausência de coeluição de produtos de degradação com o sinal cromatográfico do 

analito principal.  

a) 
b) 

FEX Pico de degradação 

FEX 

FEX 

FEX 

Picos de degradação 
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Figura 8 – Cromatograma obtido após estresse ácido de FEX SQR (1000 µg.mL-1) em HCl 
3M e aquecimento de 96 °C com posterior diluição em tampão (a) HCl pH 2,0, (b) acetato 
pH 4,5 e (c) fosfato pH 6,8 e o respectivo (d) espectro de pureza de pico. Condição 
cromatográfica: ACN: TFM 25mM- (38:62 v/v), coluna C18, fluxo 1mL.min-1, 30 °C injeção 20 

µL, detecção 220 nm. 

 

 

 

Em relação à condição de estresse alcalino, não foram observados picos de 

degradação com emprego de hidróxido de sódio 6M sob temperatura de 96°C. 

Outros estudos mostram estabilidade de FEX ao contato prolongado com álcali 

(KARAKUS et al., 2008; MAHER et al., 2011; NIMJE et al., 2012; VAGHELA et al., 

2012). Nos ensaios pilotos, o uso de NaOH 3M por 48 h não promoveu degradação. 

Os cromatogramas deste ensaio de seletividade estão na figura 9. Apenas a 

amostra diluída em tampão pH 6,8 não mostrou redução da área, as demais diluídas 

em tampão pH 4,5 e pH 2,0 apresentaram degradação de 2,98% e 4,32%, 

respectivamente.

 

FEX 
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FEX 

FEX 
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos após estresse alcalino de FEX SQR (1000 µg.mL-1) em 
NaOH 6M e aquecimento de 96°C com posterior diluição nos tampão (a) ácido clorídrico pH 
2,0, (b) acetato pH 4,5 e (c) fosfato pH 6,8, e respectivo (d) espectro da pureza de pico . 
Condição cromatográfica: ACN:TFM 25mM- (38:62 v/v), coluna C18, fluxo 1mL.min-1, 30 °C 

injeção 20 µL, detecção 220 nm. 

 

 

Para fins, de comprovação da seletividade pelo estresse alcalino, a figura 10 

representa a degradação de FEX com NaOH 9M e diluição em meio tampão pH 6,8, 

com o respectivo espectro de pureza de pico. Nota-se a plena separação dos picos 

de degradação do sinal do analito principal. A degradação em uma hora foi de 

94,27%. 

 

 

FEX 

FEX 

FEX 
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Figura 10 – Cromatograma obtido com estresse alcalino de FEX SQR (1000µg.mL-1) em 
NaOH 9M e aquecimento de 96°C com posterior diluição em tampão fosfato pH 6,8, 
comparado ao tempo zero (a) e seu respectivo espectro da pureza de pico (b). Legenda: 
azul – tempo zero; preto – tempo 1h.  Condição cromatográfica: ACN: TFM 25mM- (38:62 

v/v), coluna C18, fluxo 1mL.min-1, 30°C injeção 20µL, detecção 220nm. 

 

 

5.5.2 Linearidade 

O método se mostrou linear na faixa de 15µg.mL-1 a 110µg.mL-1 para FEX 

diluída nos tampões ácido clorídrico pH 2,0, acetato pH 4,5 e, de 15µg.mL-1 a 

90µg.mL-1 quando diluída em tampão fosfato pH 6,8.  

Para a retirada de valores discrepantes , considerou-se o proposto na 

literatura de no máximo 22,2% do total de dados (HORWITZ, 1995), ou seja, três e 

quatro valores considerando o total de 18 e 21 dados, respectivamente. Para tanto, 

foi estabelecido como valor de corte, o erro do resíduo com desvio de ±3 por não 

representar uma restrição extrema, com a vantagem de eliminar menos observações 

(MILLER, 1991). Após a avaliação dos resíduos, nenhum dado foi retirado dos 

resultados obtidos nos tampões pH 2,0 e pH 4,5, e um foi retirado para o tampão pH  

6,8.

a) 

b) 

FEX 

Picos de degradação 
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Os dados relativos aos cálculos da linearidade do modelo para FEX nos três 

tampões estão apresentados na tabela 10. Os coeficientes de correlação foram 

maiores que 0,99 (BRASIL, 2003), conforme exige a legislação brasileira para 

validação de métodos analíticos e o desvio padrão relativo da curva de cada dia foi 

menor que 5%.  

 

Tabela 10 - Dados médios obtidos do modelo de regressão das curvas analíticas obtidas em 
três dias para cada meio. 

Dados  Tampão HCl pH 2,0 Tampão acetato pH 4,5 Tampão fosfato pH 6,8 

Equação 39080x - 86459 43041x – 120735 39817x - 31583 

R2 
0,999 0,997 0,999 

Intercepto  -86459  

 

-120735 -31583  

DPR curva 

(%) 

1,82 3,29 2,15 

Valor-p do 

intercepto 

0,28 0,44 0,70 

 

O valor p assumido foi 0,05, portanto, para os valores de p maiores que 0,05 

a hipótese de que o intercepto não é significativamente diferente de zero é aceita 

(TIJSSEN; KOLM, 2016).   

Os parâmetros de homoscedasticidade e normalidade dos modelos de 

regressão ajustados pelo método dos mínimos quadrados para cada tampão 

utilizado são apresentados na tabela 11.  

Para o resultado obtido no teste de  Levene, que emprega a estatística F, o 

valor de p também foi observado, e considerando os valores p obtidos, confirmou-se 

a hipótese nula de homogeneidade dos dados. No teste de Bartlett, quando o  valor 

de p é maior que 0,05, aceita-se a hipótese nula de que há homogeneidade 

(O'BRIEN et al., 2015), portanto, o conjunto de dados nos três casos foram 

homoscedásticos. O mesmo ocorreu quanto à normalidade avaliada no teste de 

Shapiro-Wilk, os dados não se desviaram da distribuição  normal (TORMAN et al., 
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2012). Com a Anova, verificou-se a significância da regressão, neste caso, 

associada a probabilidade de que F calculado seja maior que o F tabelado e também 

do valor de p. Considerando o valor de p obtido, F calculado foi maior que o F crítico, 

então a hipótese de que a regressão é significativa foi aceita (RAPOSO, 2016).  

 

Tabela 11 - Premissas da Anova do modelo de regressão ajustado pelo método dos 
mínimos quadrados para determinação de FEX por CLAE em cada meio. 

Premissa 
Teste 

(estatística) 

Valor p 

Tampão HCl 

pH 2,0 

Tampão 

acetato pH 4,5 

Tampão 

fosfato pH 6,8 

Homocedasticidade 

Levene (F) 0,69 (0,65) 0,85 (0,42) 0,70 (0,60) 

Bartlett (k2) 0,27 (7,53) 0,56 (4,90) 0,15 (8,08) 

Normalidade 
Shapiro-Wilk 

(W) 
0,88 (0,98) 0,99 (0,99) 0,40 (0,94) 

Regressão Anova (F) 
2,2x10-16 

(20796) 

2,2x10-16 

(6521,8) 

2,2x10-16 

(10419) 

 

5.5.3 Precisão 

Os valores de desvio padrão relativo (DPR) da precisão intradia e interdia do 

método cromatográfico para determinação de FEX nos diferentes meios são 

apresentados na tabela 12. 
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Tabela 12 - Resultados de precisão em desvio padrão relativo (DPR) do método CLAE 
desenvolvido para determinação de FEX nos meios tamponados pH 2,0, 4,5 e 6,8.  

Tampão 
Concentração 

(unidade) 

Precisão (%DPR) 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Interdia 

HCl pH 

2,0 

15 1,77 3,26 2,57 2,43 

55 0,65 2,04 3,76 2,44 

110 0,94 1,54 3,63 2,10 

Acetato 

pH 4,5 

15 1,98 1,55 4,55 2,71 

55 1,59 2,31 4,04 1,83 

110 1,48 2,44 2,36 1,90 

Fosfato 

pH 6,8 

15 2,07 1,24 4,67 2,65 

55 0,45 2,76 3,08 2,10 

90 4,87 3,54 2,73 2,69 

 

Em todos os meios cumpriu-se a exigência da legislação vigente no Brasil, 

de que o valor de DPR seja inferior a 5% em pelo menos dois dias diferentes para as 

concentraçãoes baixa, média e alta em triplicata de cada uma delas, para a precisão 

intradia e interdia (BRASIL, 2003), utilizando soluções estoque diferentes para cada 

réplica. Concentrações mais baixas apareceram com um desvio mais elevado, 

portanto requerem maior cuidado na preparação. 

 

5.5.4 Exatidão 

Os resultados da exatidão foram calculados intradia e interdia após 

aplicação do método analítico proposto para analisar a substância de pureza 

conhecida, neste caso, FEX SQR, em que 1mg equivale a 1mg de FEX HCl, e são 

apresentados para os três meios na tabela 13. 
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Tabela 13 - Exatidão (em % relativa à concentração teórica) intradia e interdia do método 
cromatográfico para determinação de FEX diluída nos diferentes meios tamponados pH 2,0, 
4,5 e 6,8. 

Tampão 
Concentração 

(µg.mL-1) 

Exatidão (%) 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Interdia 

HCl pH 2,0 

15 104,55 102,36 103,65 103,52 

55 100,54 102,09 100,04 100,95 

110 101,11 99,94 100,03 100,36 

Acetato pH 

4,5 

15 103,63 102,56 101,66 102,62 

55 99,71 100,18 100,12 100,02 

110 100,31 101,33 100,77 100,80 

Fosfato  

pH 6,8 

15 102,68 102,91 103,34 102,97 

55 98,58 99,15 98,75 98,83 

90 100,42 101,05 101,35 100,94 

 

Os valores de exatidão não são estabelecidos na legislação vigente no Brasil 

(BRASIL, 2003). Na prática, tem sido considerado um desvio de ±5% a partir do 

valor real (100%) (ROZET et al., 2007). Com isso, o intervalo 95-105% foi adotado. 

Diante dos resultados dispostos nas tabelas acimas, a exatidão para FEX nos 

tampões cumpre o limite designado. 

 

5.5.5 Limite de detecção e limite de quantificação 

O limite de detecção (LD) e de quantificação (LQ) teóricos, calculados a 

partir da curva analítica para os três meios utilizados estão listados na tabela 14. 

Experimentalmente, a menor concentração que demonstrou precisão e exatidão 

aceitável foi de 15µg.mL-1. 
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Tabela 14 - Limites de detecção e quantificação calculados para o método de quantificação 
de FEX. 

Limites Tampão 

HCl pH 2,0 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8 

Detecção (µg.mL-1) 3,83  1,55 1,79 

Quantificação (µg.mL-1) 12,77 5,16 5,93 

  

5.5.6 Robustez 

Os resultados de DPR das concentrações obtidas a partir das áreas dos 

picos cromatográficos para as alterações realizadas na avaliação da robustez nos 

diferentes meios tamponados estão dispostos na tabela 15. 

 

Tabela 15 - Resultados de robustez em desvio padrão relativo (%DPR) do método 
cromatográfico para determinação de FEX nos meios tamponados pH 2,0, 4,5 e 6,8.  

Condição 

DPR(%) 

Tampão HCl pH 2,0 Tampão acetato pH 4,5 Tampão fosfato pH 6,8 

29 °C 
0,54 

 

1,3 2,36 

31 °C 0,28 1,1 1,77 

Fluxo 0,9 mL.min-1 
0,23 1,4 1,51 

Fluxo 1,1 mL.min-1 0,36 1,0 1,22 

ACN:TFM 34:66 0,72 1,3 1,80 

ACN:TFM 30:70 0,25 1,1 2,18 

TFM pH 6,7 0,46 1,4 1,59 

TFM pH 6,9 0,57 1,0 1,62 

 

A legislação brasileira vigente não especifica uma faixa de aceitação para 

em %DPR para a robustez (BRASIL, 2003). Todavia, os resultados de robustez não 

invalidam o método, mas sim demonstram quais variações nas condições 
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cromatográficas nominais que causam modificações na resposta observada do 

analito, devendo estas serem levadas em consideração durante  a aplicação do 

método validado (GUSTAVO GONZÁLEZ; ÁNGELES HERRADOR, 2007). 

Alterações nas áreas dos picos em relação as obtidas com o método original, que 

apresentem DPR menor que 2% indicam um método robusto (MAHER et al., 2011). 

Portanto, as condições com troca da temperatura para 29 °C e da proporção do 

solvente orgânico e do TFM para 30:70, afetam o resultado para FEX diluída no 

meio tampão fosfato pH 6,8. 

 

5.6 ESTUDO DE SOLUBILIDADE 

Os ensaios pilotos de solubilidade em 48h mostraram que o equilíbrio nos 

tampões pH 1,2 e 4,5 se estabeleceu a partir de 5h, e a partir de 7h no tampão pH 

6,8, porém a quantidade de matéria-prima adicionada precisou ser ajustada para o 

ensaio final, uma vez que é necessário manter uma solução saturada durante todo o 

tempo do experimento. O estudo piloto no tampão ácido clorídrico pH 2,0 mostrou 

maior solubilidade de FEX nesse meio, com equilíbrio na faixa de 7h e maior 

estabilidade em relação ao pH, quando comparado ao tampão pH 1,2, que denotou 

instabilidade devido a variação do pH final ter sido de 0,2 unidades. No ensaio em 

tampão pH 2,0, o pH final não foi alterado e a variação máxima foi de 0,1 unidades 

nos tampões  pH 4,5 e 6,8. Os resultados do estudo de solubilidade encontram-se 

na tabela 16 e os gráficos representativos estão na figura 11. Nota-se que a maior 

solubilidade em pH 4,5 ocorreu em três horas, divergindo do encontrado no estudo 

piloto, talvez pela diferença na quantidade de fármaco adicionada. 

Para determinar a classificação da solubilidade em alta ou baixa, de acordo 

com o SCB, a maior dose deve ser solúvel em 250mL ou menos. Esse volume 

origina-se dos estudos de bioequivalência, em que o medicamento é ingerido com 

essa quantidade de água (FDA, 2015b). Para FEX, tem-se que a maior dose 

comercial é do comprimido de 180mg (FARMACÊUTICA). Portanto, ao se considerar 

a maior solubilidade em cada meio como denominador, e a dose do comprimido 

como numerador, o resultado em mL deve ser igual ou menor que 250 para que seja 

um fármaco de alta solubilidade.   
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Tabela 16 - Resultados da solubilidade em equilíbrio de FEX nos três tampões estudados. 

Tempo 

(h) 

Concentração (µg.mL-1) 

tampão HCl pH 2,0 tampão acetato pH 4,5  tampão fosfato pH 6,8  

0 0 0 0 

1 349,83 69,94 122,02 

3 486,32 73,28 170,58 

5 521,26 72,72 176,27 

7 551,21 71,51 174,10 

9 548,32 71,40 171,88 

12 550,15 69,10 168,93 

 

Figura 11 – Perfis de solubilidade de FEX apresentados em concentração x tempo nos três 
tampões estudados pH 2,0, pH 4,5 e pH 6,8. 

 

 

Com os dados do experimento realizado, tem-se para o tampão pH 2,0 um 

volume de 326,55mL; para o tampão pH 4,5, 2.456,33 mL; e para o tampão pH 6,8, 

1.021,16mL. Todos são volumes superiores a 250mL, o que indica FEX como um 

fármaco de baixa solubilidade. 

Todavia, tem sido relatado o uso da maior dose oral administrada em uma única vez, 

ao invés da maior dose comercial disponível, como parâmetro de correlação da 
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solubilidade (EMA, 2010; BRASIL, 2011). Em se tratando da suspensão oral de FEX, 

a maior dose administrada é de 30 mg, visto que é uma forma farmacêutica de uso 

infantil (FARMACÊUTICA). Considerando então a dose de 30mg, tem-se que nos 

tampões pH 2,0, 4,5 e 6,8 os volumes são 54,42mL, 409,39mL e 170,19mL, 

respectivamente, sendo ainda um fármaco de baixa solubilidade. Tal classificação 

deve-se ao fato de em um dos meios, o volume ser superior a 250mL. Nesse caso, 

sugere-se o emprego  do SCB pediátrico, que propõe o volume de 25mL para fins de 

comparação(ABDEL-RAHMAN et al., 2012), e da maior dose administrada por via 

oral uma única vez (BATCHELOR et al., 2014). Com tais modificações, FEX seria 

considerada de baixa solubilidade no SCB pediátrico, dado que a relação 

dose/solubilidade é maior que 25mL. 

Durante o estudo da solubilidade em equilíbrio, é preciso garantir que a 

molécula esteja majoritariamente na forma  ionizada nas soluções tampão, que é a 

forma mais solúvel (SHOGHI et al., 2013). Para fármacos zwitteriônicos, na faixa de 

pH entre o pKa1 e pKa2, predomina essa forma, com carga efetiva zero, que é a 

menos solúvel (SHOGHI et al., 2013). Por isso a menor solubilidade no tampão 

acetato pH 4,5, considerando pKa1 4,25 e pKa2 9,53 e no tampão pH 6,8, em que 

ocorre o ponto isoelétrico de FEX e ela não estaria ionizada (GIKAS et al., 2008). 

Abaixo do pKa1, a molécula está protonada, se comportanto como uma base fraca, 

assim a solubilidade é maior (ROSS; RILEY, 1990; SHOGHI et al., 2013). 

Em relação à solubilidade in vivo, os meios avaliados simulam o estado de 

jejum no TGI, sendo que o tampão pH 2,0 reflete valores encontrados no estômago, 

o tampão pH 4,5 no duodeno, e o tampão pH 6,8 no íleo (AVDEEF, 2003). A menor 

solubilidade no duodeno não implicaria em menor absorção do fármaco, dado que 

esta ocorre principalmente no jejuno e íleo, locais de maior expressão do 

transportador OATP (UJIE et al., 2008). 

 

5.6.1 Estudo de estabilidade 

Os resultados demonstram que o fármaco foi estável sob as condições do 

estudo de solubilidade. O desvio padrão das concentrações em cada tempo nos três 

tampões foi inferior a 5%. O pH final não foi alterado nos tampões pH 2,0 e 4,5, e 
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sofreu variação de 0,1 unidades no tampão pH 6,8. Os gráficos representativos da 

estabilidade encontram-se na figura 12. 

  

Figura 12 - Gráficos representativos da estabilidade de FEX nas condições de realização do 
estudo de solubilidade em equilíbrio nos três tampões: ácido clorídrico pH 2,0, acetato pH 
4,5  e  fosfato pH 6,8. 

  

 

 

O estudo de estabilidade visa demonstrar a integridade do fármaco nos 

tampões selecionados no tempo definido para o estudo da solubilidade em equilíbrio 

(FDA, 2015b). Para esse estudo, não foram observados picos de degradação na 

quantificação pelo método CLAE validado, ou mesmo substâncias coeluindo com o 

pico de FEX, o que foi avaliado por meio do ensaio de pureza de pico.  

 

5.7 CARACTERIZAÇÃO DA SUSPENSÃO ORAL 

A medida do pH revelou uma suspensão oral levemente ácida, com pH 6,25. 

De acordo com a patente deste produto, o pH da suspensão é mantido entre 5,8 e 7 

pelo sistema tamponante presente na formulação (KAZIMIERZ et al., 2008). Quanto 

à viscosidade, o resultado de maior confiabilidade fornecido pelo viscosímetro foi 

com o ‘spindle’ L2 a 200 rpm, cujo valor foi 135 mPa com 90% de confiança. As 

velocidades de 50, 60 e 100 rpm foram testadas com o mesmo ‘spindle’, porém com 

confiabilidade menor, 56, 59 e 70%, respectivamente. O mesmo ocorreu com o 
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‘spindle’ L3 nas velocidades de 50 e 100 rpm. Desta forma, a suspensão oral foi 

enquadrada como pouco viscosa, quando comparada a glicerina, um líquido de alta 

viscosidade (BRASIL, 2010b). Cabe salientar que suspensões muito viscosas 

apresentam maior dificuldade na redispersão (SANTOVEÑA et al., 2012). 

Os resultados do pontencial zeta, tamanho de partícula e índice de 

polidispersão estão na tabela 17. 

 

Tabela 17 - Valores de tamanho de partícula, índice de polidispersão e potencial zeta 
obtidos com a análise da amostra de FEX suspensão oral no equipamento Zetasizer. 

Leitura Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média %DPR 

Tamanho (nm) 795,2 781,8 808,2 795,1 1,66 

Polidispersão 0,374 0,345 0,347 0,355 4,56 

Potencial Zeta (mV) -36,4 -37,7 -36,0 -36,7 2,42 

 

O tamanho de partícula se apresentou bem homogêneo, mais de 90%  

dentro da mesma faixa de tamanho. O tamanho das partículas influencia na 

velocidade de sedimentação, em que partículas muito grandes se sedimentam mais 

rapidamente. Com a uniformidade encontrada, a sedimentação será semelhante 

com todas as partículas (NIWA e HASHIMOTO, 2008). O índice de polidispersão e o 

potencial zeta são indicadores de estabilidade (WANG, Y. et al., 2012). Valores de 

potencial zeta superiores a ±30 mV sugerem alta estabilidade da suspensão 

(WANG, Y.,ZHU et al., 2012; BHATTACHARJEE, 2016). Um potencial zeta negativo 

indica uso de excipiente aniônico (KAYES, 1977), e seu aumento relaciona-se com 

maior repulsão das partículas e a consequente sedimentação (CARSTENSEN et al., 

1972).  

O índice de polidispersão reflete a homogeneidade do diâmetros das 

partículas, quanto mais próximo de zero, menor a amplitude de variação no tamanho 

das mesmas (SOUZA et al., 2012).  
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5.8 DOSEAMENTO DA SUSPENSÃO ORAL  

Foi admitido como intervalo de doseamento, o referido na Farmacopeia 

Brasileira 5a edição para comprimidos, por falta de monografia para a forma 

farmacêutica suspensão oral. Desse modo, a suspensão  devia apresentar entre 

90,0% e 110,0% do teor declarado na formulação (BRASIL, 2010a). Os teores 

encontrados no doseamento pelo procedimento em triplicata realizado com o 

tampão pH 2,0 foi de 108,5%,107,3% e 106,3%, meio em que o fármaco foi mais 

solúvel. A suspensão cumpriu com o requisito requerido.  

 

5.9 ESTUDO DE DISSOLUÇÃO 

Para o cálculo das condições de não saturação em cada meio, a dose de  

30 mg foi empregada por ter sido a quantidade de fármaco utilizada na dissolução. 

Portanto, tem-se que a condição de não saturação no tampão pH 2,0 é dada por 

[(30/ 0,5126) x 3], para o tampão pH 4,5 é [(30/0,07328) x 3] e para o tampão pH 6,8 

é [(30/0,17627)/3] que mostram o volume mínimo a ser usado no estudo de 

dissolução em cada cuba. Os resultados foram respectivamente 175,58mL, 

1.228,16mL e 510,58mL, os quais denotam que a dissolução em tampão pH 4,5 não 

cumpre as condições de não saturação para a cuba de volume 900 mL. Frente ao 

exposto, a dissolução em cubas de 500 mL não foram avaliadas após o ensaio 

piloto, dado que duas das condições propostas não cumpre a condição de não 

saturação do meio, uma vez que apresentaram volume mínimo requerido de meio 

superior a 500mL. A variação do pH final em relação ao inicial foi de no máximo 0,3 

unidade para o tampão pH 2,0 e 0,1 unidades para o tampão pH 6,8. Não houve 

alteração do pH final no tampão pH 4,5. 

Os resultados de quantidade dissolvida de FEX em função do tempo obtidos 

no estudo de dissolução com pá a velocidade de 25 rpm estão apresentadas nas 

tabelas 18, 19 e 20. 
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Tabela 18 - Resultados individuais das cubas de dissolução da quantidade de fármaco 
dissolvida por cada intervalo de tempo no tampão ácido clorídrico pH 2,0, velocidade 25 
rpm, aparato pá, cubas de 900mL. 

Tempo 

(min) 

Quantidadede FEX dissolvida (%Q) 

Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Cuba 4 Cuba 5 Cuba 6 

2 56,59 84,35 72,97 83,97 88,57 94,3 

6 66,93 86,67 77,67 87,9 92,89 99,27 

10 68,42 89,58 80,86 90,97 93,37 98,59 

15 74,74 92,12 85,74 93,59 94,53 100,18 

30 88,33 95,41 94,53 95,04 93,54 98,64 

45 92,78 94,86 96,05 94,81 91,99 97,86 

60 92,56 93,86 95,58 93,62 91,23 96,6 

 

Tabela 19 - Resultados individuais das cubas de dissolução da quantidade de fármaco 
dissolvida por cada intervalo de tempo no tampão acetato pH 4,5, velocidade 25 rpm, 
aparato pá, cubas de 900mL. 

Tempo 

(min) 

Quantidadede FEX dissolvida (%Q) 

Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Cuba 4 Cuba 5 Cuba 6 

2 86,07 88,97 92,03 82,98 63,35 68,32 

6 88,12 90,6 91,79 84,95 69,4 70,56 

10 87,50 90,19 95,21 85,6 73,26 71,62 

15 86,93 90,18 94,83 86,95 77,59 74,28 

30 87,08 90,7 94,54 90,14 86,81 87,44 

45 86,26 89,28 93,75 90,56 84,57 94,58 

60 85,64 89,03 92,89 89,53 88,72 95,02 
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Tabela 20 - Resultados individuais das cubas de dissolução da quantidade de fármaco 
dissolvida por cada intervalo de tempo no tampão fosfato pH 6,8, velocidade 25 rpm, 
aparato pá, cubas de 900mL. 

Tempo 

(min) 

Quantidadede FEX dissolvida (%Q) 

Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Cuba 4 Cuba 5 Cuba 6 

2 79,77 81,37 84,22 86,24 82,5 85,54 

6 80,79 83,72 91,2 86,51 83,41 88,52 

10 80,82 84,57 90,8 86,21 83,17 88,72 

15 80,08 84,67 90,16 85,09 83,21 88,8 

30 83,46 85,06 89,59 86,56 83,98 88,38 

45 83,87 84,47 88,82 84,3 84,09 88,78 

60 83,47 83,53 88,26 83,6 82,91 87,59 

 

De acordo com o apresentado nas tabelas, a dissolução nos tampões pH 2,0 

e 4,5 tende a ser rápida, ou seja, há ao menos 85% de cedência em 30 min. Isso se 

reflete em algumas cubas avaliadas no tampão pH 6,8, todavia, nem todas alcançam 

esse valor de corte. Há uma grande variação no ínicio da dissolução entre as 

replicatas, especialmente no tampão pH 2,0. Tal diferença foi atribuída a problemas 

na inserção da amostra no meio de dissolução, pelo fato de essa ser completamente 

manual, o que é já bem conhecido por influenciar a dispersão homogenêa da 

suspensão no meio de dissolução (STORPIRTIS et al., 2011). Ao se realizar o teste 

com diferentes analistas para inserir o medicamento na cuba, nota-se que há 

diferenças quanto a forma que cada um o faz. Entretanto, a dissolução tende a 

alcançar a mesma faixa a partir dos 30 min. Essas observações podem ser melhor 

avaliadas nos gráficos de quantidade dissolvida (Q%) versus tempo para cada meio, 

os quais são apresentados na figura 13. 
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Figura 13- Gráficos da quantidade dissolvida de FEX por tempo para cada meio tamponado. 
Velocidade 25 rpm, aparato pá, cubas de 900mL. 

 

 

Observa-se que mesmo cumprindo as condições de não saturação nos 

meios tamponados pH 2,0 e 6,8, a dissolução é incompleta, não atingindo 100%. Por 

outro lado, a saturação que ocorre na dissolução com tampão pH 4,5 não é um 

empecilho para uma liberação quase completa do fármaco. 
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A análise da dissolução com a velocidade de 50 rpm por sua vez, mostra 

que esta tende a ser muito rápida e pouco discriminativa, ou seja, 85% do fármaco é 

liberado em 15 min em todos os meios. Esses resultados podem ser apreciados nas 

tabelas 21, 22 e 23.  

 

Tabela 21 - Resultados da quantidade de fármaco dissolvida (%) em cada cuba ao longo do 
tempo no meio tampão ácido clorídrico pH 2,0, aparato pá a 50 rpm, cubas de 900mL. 

Tempo 

(min) 

Quantidadede FEX dissolvida (%Q) 

Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Cuba 4 Cuba 5 Cuba 6 

2       85,89 83,29 47,29 60,18 95,42 100,52 

6  90,88 89,82 66,3 87,35 96,47 100,35 

10 93,73 94,41 87,8 96,34 96,41 99,49 

15 94,49 95,66 95,49 98,85 95,76 98,37 

30 94,29 95,29 97,86 98,77 94,6 97,34 

45 93,61 94,5 97,53 97,79 93,98 96,75 

60 92,43 94 97,03 97,35 92,98 95,95 

 

Tabela 22 - Resultados da quantidade de fármaco dissolvida (%) em cada cuba ao longo do 
tempo no meio tampão acetato pH 4,5, aparato pá a 50 rpm, cubas de 900mL. 

Tempo 

(min) 

Quantidadede FEX dissolvida (%Q) 

Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Cuba 4 Cuba 5 Cuba 6 

2 88,67 91,44 94,64 90,35 60,74 90,63 

6 89,52 92,06 93,38 90,22 77,1 91,59 

10 89,03 91,91 94,37 91,7 82,8 90,86 

15 88,36 91,42 93,8 90,95 85,43 90,57 

30 87,72 90,64 93,63 91,25 86,16 90 

45 86,88 89,47 93,34 89,47 85,57 88,88 

60 85,94 88,59 92,6 90,81 85,27 88,2 
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Tabela 23 - Resultados da quantidade de fármaco dissolvida (%) em cada cuba ao longo do 
tempo no meio tampão fosfato pH 6,8, aparato pá a 50 rpm, cubas de 900mL. 

Tempo 

(min) 

Quantidadede FEX dissolvida (%Q) 

Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Cuba 4 Cuba 5 Cuba 6 

2 80,74 34,52 88,54 85,76 81,19 87,62 

6 85,81 79,89 89,89 86,25 84,24 89,62 

10 86,19 84,65 89,71 86,32 84,21 89,63 

15 86,23 85,77 88,85 85,76 83,4 88,80 

30 84,91 85,48 88,58 85,28 83,09 88,44 

45 84,99 85,14 87,66 84,30 82,79 87,53 

60 85,67 84,86 86,93 84,49 81,87 86,80 

 

Novamente é possível observar a influência da inserção da amostra na 

cedência quantificada nos primeiros minutos da dissolução. Isso indica que apesar 

do método de introdução da amostra mais indicado ser a pesagem das seringas 

(STORPIRTIS et al., 2011; SOARES, 2016), este pode não ser adequado para 

promover a homogeneidade da liberação do fármaco a partir da forma farmacêutica. 

Ao final dos experimentos, pôde-se relacionar a menor cedência a maior 

precipitação de medicamento no fundo das cubas. Apesar disso, é possível verificar 

a partir dos dados, uma aproximação da porcentagem dissolvida em todas as cubas 

por volta de 10 min, conforme indicado nos gráficos da dissolução na figura 14. 

Além do método de inserção da amostra, a viscosidade da suspensão 

também pode influenciar a dissolução. Nesse contexto, para aquelas pouco 

viscosas, caso da suspensão estudada, a dissolução tende a ter uma taxa mais alta 

mesmo em baixa velocidade de rotação e início mais lento, muito embora outros 

fatores também pode ter efeito nos resultados observados (AZAM; HAIDER, 2008). 
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Figura 14 - Gráficos da quantidade dissolvida por tempo para cada meio tamponado 
Velocidade 50 rpm, aparato pá, cubas de 900mL. 

 

 

 

 

Os perfis obtidos não permitem a utilização da eficiência de dissolução (ED) 

para avaliá-los quantitativamente, dada a alta liberação em muitos casos, quando na 

rotação de 25 rpm. O cálculo de ED é preconizado para a faixa de Q% entre 70 e 

90% até determinado intervalo de tempo, que deve ser igual para todas as cubas 
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(ANDERSON et al., 1998), porém pelos resultados, não é possível executá-lo de 

forma igualitária. Já na velocidade de 50 rpm, a dissolução por ser classificada como 

muito rápida, os cálculos matemáticos perdem o poder discriminativo (BREDAEL et 

al., 2015), mas normalmente é mais reprodutível (LIMBERG; POTTHAST, 2013). 

Considerando esse fato, a avaliação tenderá a ser qualitativa.  

Quando se considera o controle de qualidade para rotina, o método de 

dissolução deve ser prático, reprodutível, robusto e suficientemente discriminativo 

(ANAND et al., 2011). Por isso é utilizado para fazer comparações entre lotes e 

aprovar o produto para o mercado, conforme as especificações do teste são 

atingidas (SHAH, 2011). Outra utilização é avaliar previamente lotes utilizados em 

estudos de biodisponibilidade e bioequivalência, ensaios clínicos e de segurança 

(GRAFFNER, 2006). Considerando tais aspectos da dissolução, o meio a ser 

escolhido deve produzir uma dissolução mais lenta, para ser mais discriminativo;  

permitir uma Q% de ao menos 85% entre 30 e 60 min; e os tampões utilizados 

devem estar na faixa de pH entre 1 e 8 (BREDAEL et al., 2015). O ponto infinito com 

duração de 15 a 30 min com velocidade de 150 a  250 rpm  é importante para forçar 

a dissolução de qualquer partícula de fármaco ainda não dissolvida no meio 

(BREDAEL et al., 2015). 

Diante dos resultados experimentais e informações da literatura obtidos, a 

dissolução com 50 rpm não é uma boa escolha para a rotina, uma vez que em  

25 rpm os resultados são mais discriminativos. Nessa condição, o tampão pH 6,8 

não permitiu uma cedência de 85% na maioria dos casos, enquanto no tampão pH 

4,5 a cedência tendeu a ser mais constante, porém em taxa mais elevada já no 

início, bem como para o pH 2,0. Para proposta de controle de qualidade, poderia-se 

adotar a quantidade dissolvida de 85% em 30 min, dado que nesse caso, faz-se uso 

de um tempo único para determinar a dissolução (SHAH, 2011). Todavia, no tampão 

pH 4,5, a condição de não saturação não é atingida, enquanto o tampão pH 2,0 é 

equivalente ao ambiente gástrico, onde primariamente a dissolução ocorre, e no 

tempo estimado para o esvaziamento gástrico (30min) (VASAVID et al., 2014).  

No que tange o uso da dissolução para correlacionar com aspectos que 

ocorrem in vivo (WANG et al., 2009; REPPAS et al., 2014) e dos estudos 

biofarmacêuticos em geral, os meios utilizados mimetizam as condições do trato 

gastrointestinal sem uso de enzimas (ANAND et al., 2011; LIMBERG; POTTHAST, 
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2013; FDA, 2015b). Por meio do perfil de dissolução nessas soluções, é possível 

inferir se a liberação in vitro pode refletir problemas na liberaçao in vivo (AMIDON et 

al., 1995). Mediante os dados pode-se dizer que essa é provavelmente uma 

formulação que tem boa liberação também in vivo, uma vez que ocorreu 

rapidamente in vitro, assim, não representaria uma etapa limitante da absorção do 

fármaco. 

É bastante provável que a performance observada na dissolução seja devida 

à tecnologia de fabricação empregada na formulação. Por meio da patente da 

mesma, é de conhecimento que o poloxâmer (0,05%) é utilizado como agente 

molhante, polietilenoglicol como co-solvente com concentração de 2,5% (g/100mL) e 

partículas de FEX de tamanho 40 e 280µm (KAZIMIERZ et al., 2008). Ambos os 

excipientes aumentam  a dissolução (NOKHODCHI et al., 2005; SRUTI et al., 2013) 

enquanto o tamanho de partícula pequeno  permite uma ampla superfície de contato 

para dissolução no meio utilizado (STORPIRTIS et al., 2011).  

O conjunto dos resultados inferem como limitação do estudo a 

impossibilidade de avaliar o poder discriminatório do teste de dissolução, 

especialmente pela falta de produtos genéricos no mercado com os quais se poderia 

testar o método. Outro fator foi a falta de acesso aos excipientes da formulação, o 

que impediu a avaliação de uma formulação teste sem os excipientes críticos citados 

para averiguar como ela se comportaria na dissolução.  
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6 CONCLUSÃO 

 

O método desenvolvido e validado de acordo com a resolução 899/2003 da 

Anvisa foi adequado para a quantificação de FEX tanto nos estudos de solubilidade 

quanto de dissolução.  

As informações obtidas nesse trabalho, tem-se que o cloridrato de FEX é um 

fármaco de baixa permeabilidade, em partes por suas características físico-

químicas, e por ser substrato para efluxo da glicoproteína-P.  

Os resultados da solubilidade em equilíbrio indicaram que  FEX é de baixa 

solubilidade. Dessa forma, quanto aos critérios do Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica, afirma-se que o cloridrato de FEX seja de classe IV.  

Em relação ao estudo de dissolução, a inserção da amostra interferiu 

profundamente nos resultados, todavia, a velocidade de 25 rpm mostrou-se a mais 

adequada para a dissolução da suspensão oral. O critério de 85% de liberação em 

30 minutos pode ser adotado na rotina de controle de qualidade. A dissolução no 

tampão pH 2,0 foi mais adequada, porém observou-se a necessidade de promover 

maior homogeneidade dos resultados. 

 No que tange os aspectos biofarmacêuticos, mesmo com a baixa 

solubilidade de FEX, a dissolução não é uma etapa limitante na liberação do 

fármaco a partir da forma farmacêutica suspensão oral. 
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