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Resumo: A fluoxetina € um farmaco que pertence a classe dos Inibidores Seletivos da Recaptacédo da
Serotonina (ISRS), com a introdugéo dessa classe obteve-se uma melhora significativa na seguranga e
tolerabilidade dos antidepressivos. O amplo uso de Cloridrato de Fluoxetina nos Gltimos anos tem requerido
o desenvolvimento de métodos de andlise, ndo somente destinados para controle de qualidade nas
preparacdes farmacéuticas, mas também para fluidos bioldgicos. Este trabalho prop6e o desenvolvimento
de uma metodologia para determinacgdo de cloridrato de fluoxetina por espectroscopia de fluorescéncia em
medicamentos. A método proposto apresentou um comportamento linear para o cloridrato de fluoxetina no
intervalo de concentracdo de 50 a 500 ng m L™ com linearidade de 0,995 e sensibilidade de 262 u.a. / ng
mL™. Testes preliminares indicaram a possibilidade da quantificacéo de cloridrato de fluoxetina em amostras

de medicamentos (capsulas).
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Introducao

A fluoxetina € um farmaco que pertence a
classe dos Inibidores Seletivos da Recaptacdo da
Serotonina. Com a introducdo dessa classe de
farmaco obteve-se uma melhora significativa na
seguranca e tolerabilidade dos antidepressivos. A
fluoxetina estd envolvida no aumento da
neurotransmissdo serotoninérgica em algumas
areas do cérebro, por meio de aumento da
liberacdo de serotonina, como resultado da
dessensibilizacdo dos autoreceptores  5-HT
somatodendriticos e terminais, o0s quais,
normalmente, exercem efeito negativo sobre
neurdnios serotonérgicos (SZABOT et al., 1999).

A fluoxetina € um dos farmacos da classe dos
ISRSs, que surgiu como resultado de pesquisa
racional para encontrar medicamentos téo
eficazes quanto os Antidepressivos Triciclicos
(ADTs), com minimos problemas de tolerabilidade
e seguranca. A poténcia da inibicdo de
recaptacdo da serotonina € variada, assim como a
seletividade por noradrenalina e dopamina
(GOODNICK et al.,1998). A fluoxetina é o
prototipo dos farmacos antidepressivos que inibem
seletivamente a recaptura de serotonina de forma
potente, o que resulta uma potencializacdo da
neurotransmissao serotonérgica (HARVEY et al.,
2001).

O amplo uso de cloridrato de fluoxetina nos
Ultimos anos tem requerido o desenvolvimento de
métodos de analise, ndo somente destinados para
o controle de qualidade nas preparacfes

farmacéuticas, mas também para fluidos
biolégicos. A determinagdo de cloridrato de
fluoxetina em fluidos biolégicos surge para atender
as necessidades tanto clinicas quanto
toxicologicas, sendo de grande importancia para o
estabelecimento de dosagens adequadas, para a
identificacdo de niveis toxicos e para melhorar o
entendimento farmacocinético e farmacodinamico.
Existem diversas metodologias analiticas para a
determinacdo do cloridrato de fluoxetina em
produtos comerciais, tais como espectrofotometria
(DARWISH, 2005), eletroforese capilar
(HIMMELSBACH, et al, 2005) e os métodos
cromatograficos (NEVADO, et al.,, 2006). Para a
analise de matrizes bioldgicas, os métodos mais
recomendados sdo 0s que empregam a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detectores UV/VIS (SABBIONI, et al.,, 2004C),
fluorescéncia (ATTA-POLITOU, et al., 2004) e o
espectrometro de massa (MASSAROTI, et al.,
2005).

O interesse no desenvolvimento de uma
metodologia simples e de baixo custo para a
determinacdo de cloridrato de fluoxetina é de
grande interesse. Desta forma o objetivo deste
trabalho foi utilizar a espectroscopia de
fluorescéncia para dosagem de cloridrato de
fluoxetina em formulacfes farmacéuticas.

Metodologia

Materiais e Métodos
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Materiais:

Balanc¢a analitica.

Baldes volumétricos: 50 e 100 mL.

Pipetas automaticas 0-1000uL e 0-200uL.
Aparelhagem:Espectrofluorimetro,marca
SHIMADZU, modelo RF-5301 PC.

Cubeta de quartzo de 1 cm de caminho Gptico.
Padréo analitico de Cloridrato de Fluoxetina USP

Método:

Curva analitica- Segundo RAGGI et al.(1998),
preparou-se uma solugdo estoque metanodlica de
cloridrato de fluoxetina de concentragdo lug/mL e
as demais solucdes para leitura fluorimétricas
foram preparadas a partir da solucdo estoque
conforme o especificado na Tabela 1, de forma
gue o volume final da diluicdo fosse sempre 2 mL.

A curva analitica foi obtida em triplicada,
fixando-se a excitagdo em 230nm e a emissdo em
290nm. O intervalo de concentragdo avaliado foi
de 50 a 500 ng mL™.

Tabela 1. Volumes necessarios e concentragdes
(C) de cloridrato de fluoxetina, utilizadas para a
construcéo da curva analitica.

C (ng/mL) Volumes
(solucéo/metanol)

50 0,1ml/1,9ml

100 0,2ml/1,8ml

250 0,5ml/1,5ml

400 0,8ml/1,2ml

500 1,0ml/1,0ml

Para a obtencao dos valores dos comprimentos
de onda de emisséo e excitacdo, foi utilizada uma
solucdo de cloridrato de fluoxetina na
concentracdo de 250 ng / mL e efetuou-se uma
varredura espectral fixando-se o comprimento de
onde de excitacdo em 230nm e emissdo entre 250
a 450nm.

Preparacdo das amostras

Determinou-se o0 peso médio do conteddo de
10 céapsulas do medicamento. Em seguida pesou-
se o equivalente a um peso médio e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 50 mL,
completando-se o volume com metanol (solucéo
estoque). ApoOs sucessivas diluicdes desta, a
leitura no fluorimetro foi feita fixando-se o
comprimento de onde de excitagdo em 230nm e
emissdo entre em 290nm.

A determinacdo da quantidade de cloridrato de
fluoxetina contida nas céapsulas, dada em
miligramas, foi utilizando calibragdo externa e as
medidas foram realizadas em triplicata para cada
amostra.

Resultados Preliminares

Na Figura 1 encontra-se 0 espectro de
fluorescéncia obtido para o padrdo de cloridrato de
fluoxetina, de onde foram retirados os valores de
excitacdo (230nm) e emissdo (290nm), que foram
utilizados para a construcdo da curva analitica.

A curva analitica obtida para o padrdo de
cloridrato de fluoxetina est4d apresentada na
Figura 2. Observa-se que a concentracdo €
diretamente proporcional a intensidade de
fluorescéncia de cloridrato de fluoxetina no
intervalo de concentracéo avaliado.
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Figura 1. Espectro de fluorescéncia para o padréo
de cloridrato de fluoxetina na concentracéo de 250
ng/mL (excitacdo em 230nm e emissdo entre 250
a 450nm).
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Figura 2. Curva analitica obtida para o padrédo de
cloridrato de fluoxetina no intervalo de
concentracdo de 50 a 500 ng mL™ (excitacdo de
230 nm e emisséo de 290 nm).

Para garantir a confiabilidade do método
analitico proposto para quantificar cloridrato de
fluoxetina em medicamentos, foram avaliados
alguns parametros tendo como referéncia o guia
para validacdo de métodos analiticos da ANVISA
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e as recomendacfes de Shabir (SHABIR, 2003),
gue reune as informagdes do FDA (US Food and
Drug Administration),da USP (US Pharmacopoeia)
e do ICH (International Conference on
Harmonization), para validacdo de métodos para
andlises farmacéuticas utilizando a HPLC. Até o
momento, 0s parametros avaliados foram: faixa
linear, linearidade, sensibilidade, limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ). Os
resultados obtidos encontram-se reunidos na
Tabela 2.

Os valores de sensibilidade, faixa linear e
linearidade foram obtidos da curva analitica. O
limite de deteccdo (LOD) e o limite de
quantificacdo (LOQ) foram calculados, também a
partir da curva analitica, pelas seguintes
expressoes:

Sy/x Sy/x

LOD =3 e LOQ =10
onde Sy, € a estimativa do desvio padrao da curva
analitica e b o coeficiente angular da curva
analitica.

Tabela 2: Figuras de mérito, para o cloridrato de
fluoxetina, obtidas utilizando-se a espectroscopia
de fluorescéncia.

Parametros Resultados
Faixa linear
(ng mL?) 50 a 500
Linearidade (r) 0,995
Sensibilidade (b)
(u.a./ng mL'S) 262
LOD
(ng mL—l) 15
LOQ
(ng mL™) 48

Apbs a avaliacdo dos parametros analiticos, o
método proposto foi avaliado na determinacdo de
cloridrato de fluoxetina em 3 amostras de
medicamentos. Os valores de cloridrato de
fluoxetina no medicamento foram obtidos
utilizando calibracdo externa. Os valores médios
(n = 3) de cloridrato de fluoxetina, encontrados nas
amostras, encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracéo de cloridrato de fluoxetina
encontrada nas amostras avaliadas utilizando-se a
espectroscopia de fluorescéncia. Valor nominal de
cloridrato de fluoxetina nas amostras comerciais:
20mg.

Quantidade -
Amostra Fluoxetina,HCI
encontrada (mg)*
A 16,1 0,3
B 14,5 0,4

C 12,7 0,3

*valores médios (n = 3)
** estimativa do desvio padréo absoluto

Discusséao

O desenvolvimento da metodologia para a
determinacdo de cloridrato de fluoxetina em
medicamentos utilizando a espectroscopia de
fluorescéncia, foi possivel em funcdo das
propriedades intrinsecas da molécula de fluoxetina
como a emissdo de fluorescéncia (excitacdo de
230 nm e emissao de 290 nm). Apos a otimizacao
dos parametros experimentais uma curva analitica
foi obtida para o cloridrato de fluoxetina, que
apresentou linearidade no intervalo de
concentracdo de 50 a 500 ng mL™ com valores de
LOD e LOQ de 15 ng mL* e 48 ng mL™,
respectivamente. Estes resultados indicam que o
método proposto tem potencialidade para a
determinagéo de cloridrato de fluoxetina e podera
ser aplicado na andlise de medicamentos que
possuem o cloridrato de fluoxetina como principio
ativo. Testes preliminares utilizando-se amostras
de medicamentos (capsulas) a base de cloridrato
de fluoxetina mostraram que a utlizacdo da
espectroscopia de fluorescéncia podera ser viavel
para a quantificacdo de cloridrato de fluoxetina
nestas amostras, sendo que a estimativa do
desvio padrao absoluto para cada amostra
analisada ficou em torno de 0,3. Adicionalmente,
estudos complementares estdo sendo realizados
para avaliar a exatiddo do método, para tal estdo
sendo realizados estudos comparativos das
amostras utilizando o método proposto e o método
recomendado pela farmacopéia (HPLC) (USP -
The United States Pharmacopoeia. The National
Formulary. 28th edn. 2005).

Conclusao

Os resultados obtidos demonstram a
potencialidade do método proposto para a
determinacdo de cloridrato de fluoxetina em
medicamentos. Adicionalmente, apés completa
validagdo esta poder4d ser convenientemente
utiizada para controle de qualidade de
preparacdes farmacéuticas de cloridrato de
fluoxetina, ndo somente pela inddstria
farmacéutica, mas também em farméacias de
manipulagdo, pois se apresenta como uma
alternativa simples, de alta sensibilidade e de
baixo custo.
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