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VALIDATION OF ANALYTICAL METHODOLOGY BY HPLC FOR QUANTIFICATION OF BUPIVACAINE (S75-R25) IN
POLI-LACTIDE-CO-GLICOLIDE NANOSPHERES. Bupivacaine (S75-R25, NovaBupi®) is an amide type local anesthetic widely
used. The present work consists of the development and validation of analytical methodology for evaluation of NovaBupi® content

in the poly-lactide-co-glycolide nanospheres (PLGA-NS) by high performance liquid chromatography. The separation was made
using the reversed-phase column LC-18, acetonitrile/phosphate buffer 85:15 v/v as mobile phase and detection at 220 nm. The results
obtained show that the analytical methodology is accurate, reproducible, robust and linear over the concentration range 10-220.0 pg/
mL of NovaBupi®. The method was applied to determine the encapsulation efficiency and evaluate the release profile of NovaBupi®,

showing good results.
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INTRODUCAO

A bupivacaina (BVC) € um anestésico local da classe das amino-
amidas, que tem sido um dos farmacos de escolha na terapia da dor
aguda e cronica.'? Seu uso na clinica se deve a poténcia e capacidade
de produzir anestesia prolongada. A longa duracgdo de acdo, aliada a
tendéncia em fornecer bloqueio mais sensorial que motor, tornou-a de
uso popular para promover anestesia prolongada durante o trabalho
de parto ou no periodo pds-operatério.*> Porém, sua supremacia foi
questionada devido a relatos de cardiotoxicidade.®®

Clinicamente, a cardiotoxicidade da BVC manifesta-se por
arritmias ventriculares graves e depressdo miocdrdica apés admi-
nistracio intravascular inadvertida de grandes doses. E provavel que
este efeito seja devido a vdrios fatores: a BVC bloqueia os canais de
sodio cardiacos rapidamente durante a sistole, entretanto, a BVC se
dissocia muito lentamente durante a didstole, de forma que uma fra-
¢do significativa de canais de sédio permanece bloqueada com BVC
no final da didstole. Portanto, o bloqueio com BVC € cumulativo
e, substancialmente, maior do que seria previsivel por sua poténcia
anestésica local.?

A BVC, por possuir estereocentro, apresenta dois isdmeros,
dextrobupivacaina (R(+)BVC) e levobupivacaina (S(-)BVC), com
comportamentos farmacolégicos independentes em decorréncia da
estereosseletividade.!*!? Estudos demonstraram que a R(+)BVC €
responsdvel pela cardiotoxicidade da BVC racémica e pela sua refrata-
riedade a reanimag@o cardiorrespiratdria; a partir dai, desenvolveu-se
a S(-)BVC, que comparada a BVC racémica, é menos cardiotdxica
e ligeiramente menos potente.>®!3

Pesquisas sobre estereosseletividade levaram a modificacdo das
propor¢des dos estereoisomeros R(+) e S(-) da BVC e a sintese de
nova formulag@o anestésica local, contendo 25% do isdmero R(+) e
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75% do isdmero S(-) da bupivacaina (denominada comercialmente
de NovaBupi®), melhorando o perfil anestésico do farmaco em re-
lacdo a S(-)BVC e aumentando a margem de seguranga, em relacio
a BVC racémica.>"

Como as caracteristicas desejdveis para um anestésico local
incluem longa duracao de acio, seletividade para o bloqueio senso-
rial em relagdo ao motor e diminui¢do da toxicidade sistémica,'>!¢
uma alternativa que tem se mostrado capaz de promover estes
efeitos desejdveis € a liberacdo modificada destes farmacos. Esta
veiculacdo de anestésicos locais pode ser obtida pela formagdo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas,>!>!17 encapsula¢do com
lipossomas,'®?? associagéio em microparticulas?>? e associa¢do em
nanoparticulas poliméricas.>*?’

Neste estudo, utilizando esta nova abordagem nanotecnol6-
gica de sistemas de liberagdo modificada para anestésicos locais,
desenvolveram-se nanoesferas usando o polimero biodegraddvel
poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA) como sistema de liberagio para
aNovaBupi®. Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
uma metodologia analitica de quantificagdo confidvel da NovaBupi®
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), aplicar esta me-
todologia validada em breve estudo de quantificagdo da NovaBupi®
na fase aquosa e acompanhar o sistema de liberacdo deste farmaco
em sistemas contendo nanoesferas de PLGA.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

O cloridrato bupivacaina (S75-R25) (NovaBupi®) foi obtido por
doacgdo da Cristélia Inddstria Quimica e Farmacéutica Ltda. Os sol-
ventes empregados foram acetonitrila grau HPLC (Merck®) e dgua
Milli-Q. Para preparo das nanoesferas foram utilizados poli(lactideo-
co-glicolideo) (PLGA) (50:50) de massa molecular 45000 g/mol
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(Sigma®) e dlcool polivinilico (PVA) (Sigma®). Os demais reagentes
utilizados para preparo da solugdo tampao (fosfato de sédio monobd-
sico e fosfato de sodio dibasico) e das nanoesferas (acetona e etanol)
apresentavam grau espectroscopico analitico.

Equipamentos

Utilizou-se um cromatégrafo a liquido Shimadzu LC — 10A,
bombas A e B (Shimadzu LC - 6AD), degaseificador (DGU-20AS),
detector UV-VIS (SPD - 20AV), coluna cromatogréfica Phenomenex,
Gemini, C , fase reversa com 5 um de tamanho de particula, 150 mm
de dimensio e 4,60 mm de didmetro.

Metodologia

Parametros cromatogrdficos

A fase movel utilizada foi constituida de acetonitrila e tampao
fosfato pH 7.4, 5 mM (85:15 v/v) em fluxo de 1,2 mL/min e a No-
vaBupi® foi detectada pelo detector de ultravioleta (UV) em 220
nm. O volume de NovaBupi® injetado foi de 20 L, sendo que todas
as amostras injetadas, bem como a fase mével, foram previamente
filtradas em membrana de PTFE de 0,22 um (Millipore®).

O comprimento de onda foi escolhido a partir do espectro de
absorc¢do da BVC livre, onde se verificou que em 220 nm se tem
méxima absorcdo. Injetou-se uma formulacdo placebo de NE, ou
seja, NE composta por todos os componentes da formulagio exceto
o farmaco, e observou-se que no comprimento de onda escolhido
os demais componentes da formula¢do ndo interferem no pico de
absorcao da BVC sendo, portanto, um comprimento de onda seletivo
para BVC nesta situacdo.

Validagdo da metodologia analitica

A validacdo da metodologia analitica foi realizada segundo
parametros estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitdria (ANVISA)® e International Conference on Harmonization
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH).” Avaliou-se linearidade, precisio, exatiddo, limite
de quantificagdo e limite de detecgdo.

A linearidade do método foi determinada a partir de curvas
analiticas obtidas em dois dias consecutivos (n=6), apresentando
cada uma 5 concentra¢des compreendidas entre 10 e 220 pg/mL de
NovaBupi® diluida em acetonitrila.

As estimativas do limite de deteccdo (LD) e quantificagio (LQ)
foram realizadas a partir de dados obtidos com as regressdes lineares
das curvas analiticas aplicados as Equagdes 1 e 2, respectivamente.

LD:DPX3 (1)
IC

LQ:DPXIO )
IC

onde, DP € o desvio padrdo do intercepto com o eixo y e IC, a
inclinagdo da curva analitica média.

A repetibilidade ou precisdo foi avaliada a partir do cédlculo de
desvio padrio relativo (DPR) (Equacéo 3).

prR =22 %100 3
CMD

onde, DP € o desvio padrio e CMD, a concentracdo média
determinada.

A exatiddo foi determinada através de valores de concentragdo

determinados experimentalmente, comparados a concentrag@o tedrica
(Equacdo 4).
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“

Exatiddo = cMD x 100
CT

onde, CT € a concentragdo tedrica.

Para determinacdo da precisdo e exatiddo foram injetadas 3
amostras de NovaBupi® nas concentragdes de 30, 60 e 120 ug/mL
em triplicata em dois dias consecutivos.

Preparo das nanoesferas de PLGA com NovaBupi®

A preparacdo das nanoesferas de PLGA foi realizada segundo o
método de nanoprecipita¢do, envolvendo a mistura de uma fase or-
ganica em outra aquosa. A fase orgénica foi constituida por polimero
PLGA, acetona e NovaBupi® (S75-R25). A fase aquosa foi composta
por um tensoativo, o PVA e tampao fosfato pH 7,4. Apds dissolugio
dos componentes de ambas as fases, a fase organica foi injetada,
lentamente, sob a fase aquosa com o auxilio de um funil. A suspensio
resultante foi mantida sob agita¢@o e, em seguida, foi concentrada até
o volume de 10 mL, com auxilio de um evaporador rotativo.*

Quantificagcdo de NovaBupi® nas nanoesferas

O total (100%) de NovaBupi® presente na suspensdo de nanoesfe-
ras de PLGA foi determinado diluindo-se a suspensdo em acetonitrila.
A acetonitrila desestabiliza o sistema, liberando totalmente o farmaco,
que foi quantificado a partir da equagdo da reta da curva analitica
validada. A porcentagem de NovaBupi® associada as nanoesferas
foi determinada pelo método de ultrafiltracdo/centrifugagdo, que
consiste em submeter a suspensdo de nanoesferas a centrifugacio
em dispositivos de ultrafiltragdo constituidos de celulose regenerada
de 30 kDa (Microcon — Millipore®) e quantificar por CLAE o ultra-
filtrado, utilizando-se a equag@o da reta obtida com a curva analitica
validada. S6 passa pela membrana de 30 kDa o farmaco livre, sendo
assim, relacionando-se a concentragdo total (100%) de NovaBupi®
presente na suspensao de nanoesferas e a concentra¢do de NovaBu-
pi® néo associada € possivel determinar a porcentagem de farmaco
associado nas nanoparticulas.’'** As medidas foram realizadas em
trés lotes, sendo analisadas triplicatas de cada lote.

Teste de liberagdo in vitro

Nos testes de liberagao foram utilizados sistemas de dois com-
partimentos, separados por membranas de celulose (Spectrapore) de
poro para exclusdo molecular de 1000 Da, que permitiram observar
a liberacdo da NovaBupi® (0,25%) em presenga de nanoesferas de
PLGA, desde o compartimento doador (2 mL) até o compartimento
aceptor (200 mL), contendo tampao fosfato 50 mM, pH 7.4 sob
agitacdo leve. Amostras do compartimento aceptor foram coletadas,
durante 6 h, e a concentrac@o do anestésico foi determinada por CLAE
nas condicdes descritas acima. O perfil de liberacdo foi observado
através de graficos de % anestésico liberado em fungdo do tempo.
Os experimentos foram realizados em triplicata. A quantificacio da
porcentagem de AL liberada foi realizada utilizando as curvas de
calibragdo validada descritas acima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As condic¢des cromatograficas utilizadas foram consideradas
adequadas, pois foi obtido um pico simétrico da NovaBupi® (Figura
1) e vidvel, pois foram realizadas corridas cromatogréficas de ape-
nas 3 min. O método também se mostrou especifico, uma vez que
no cromatograma do placebo ndo se detectou absor¢do no tempo
de retencdo correspondente ao pico cromatografico da bupivacaina
(cromatograma nao mostrado).

A linearidade do método foi avaliada a partir de regressdes line-
ares de seis curvas analiticas (Figura 2). O coeficiente de correlacio
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Figura 1. Cromatograma da NovaBupi®
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Figura 2. Curva analitica da NovaBupi® (n=6) e pardmetros obtidos com a
regressdo linear da curva analitica

(r) da curva analitica média (n=6) foi de 0,9999 e na Tabela 1 tem-se
os coeficientes de correlagdo (r) das curvas de calibragdo realizadas
a cada dia, durante dois dias consecutivos, sendo cada curva em tri-
plicata. O coeficiente de correlacido € um parametro que permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo
de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais.’* A
ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo maior ou igual a
0,99 e todos os valores de correlacdo linear obtidos estdo acima deste
valor, sendo o método, portanto, considerado linear.?®

A partir dos dados obtidos com as regressdes lineares aplicadas
as Equagdes 1 e 2, determinaram-se o limite de detecgio (0,54 pg/
mL) e o limite de quantificacdo (1,79 pg/mL).

A repetibilidade ou precisido intra-dia foi determinada a partir da
determinagdo do desvio padrio relativo (DPR) intra-dia e a precisio
intermedidria ou precisdo inter-dias foi determinada a partir da de-
terminac¢do do DPR inter-dias. Estes valores de DPR estdo expressos
na Tabela 2.

A precisdo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos
de uma mesma amostra. Os valores de DPR determinados intra-dia
e inter-dias foram todos abaixo do valor preconizado pela ANVISA,
que € de no maximo 5%, portanto o método pode ser considerado
preciso.?

A exatiddo foi determinada através de valores de concentragido
determinados experimentalmente, comparados a concentragio tedrica,
como se pode observar na Tabela 3. Na Tabela 4 estéio expressos os
valores dos percentuais de recuperagdo do farmaco.

Tabela 1. Coeficientes de correlac@o (r) das curvas de calibracido em
dois dias consecutivos

Dia 1 (n=3)
r 0,9999

Dia 2 (n=3)
0,9992

Validagdo de metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia 3

Tabela 2. Valores de desvio padrio relativo (DPR) das concentracdes
de NovaBupi® determinados para avalia¢do da precisdo

[BVC] (pg/mL) DPR dia 1 (%) DPR dia 2 (%) DPR inter-dias (%)

30 1,126 3,563 3,627
60 0,839 1,837 2,591
120 1,455 0,819 1,993

A exatiddo € a relacdio entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente. A por-
centagem de recuperacdo variou de 99,9 a 104,5%, estando dentro
das especificacdes estabelecidas.?

A quantificacdo de BVC nas nanoesferas de PLGA foi determina-
da através da equacdo da reta da curva analitica validada (Figura 2). As
concentracdes de BVC presentes na suspensao de nanoesferas (100%)
e ndo associadas as nanoesferas estdo na Tabela 5. A partir destes
dados, calculou-se a porcentagem de BVC associada nas nanoesfe-
ras e o valor encontrado foi de 5,09 + 0,01%. O valor relativamente
baixo de associac¢@o pode estar associado a alta concentragdo de BVC
utilizada (0,25 mg/mL) no preparo da suspensdo de nanoparticulas
e, assim, a parte que estd associada as nanoesferas, saturando-as, se
torna pouca se comparada ao todo, entretanto, tem-se uma concen-
tracdo de 0,0125 mg/mL de BVC associada as nanoparticulas. Esta
concentracdo de moléculas de BVC incorporadas as nanoesferas de
PLGA apresentou diminuico na citotoxicidade celular em culturas de
células de fibroblastos (dados ndo mostrados). Além disso, a razoavel
solubilidade deste farmaco em dgua pode estar levando a perda de
BVC para a dgua, diminuindo a associagd@o as nanoesferas.

Trabalhos da literatura*?® descrevem para a lidocaina (um anes-
tésico local) uma taxa associagdo entre 6 e 30% em nanoesferas de
PLA, destacando que a taxa de associagdo € dependente da forma do
anestésico, no caso na forma base livre, com menor solubilidade em

Tabela 3. Valores de concentra¢do de NovaBupi®determinados para
avaliagdo da exatiddo

[BVC*] [BVC**]+DP [BVC*]+DP [BVC**]%DP
(ug/mL) (ug/mL)dial (ug/mL)dia2  (ug/mL) inter-dias
30 299 +0,1 31,0+£0,1 30,4 +0,1

60 62,7+0,3 60,2 + 0,1 61,4+0,2
120 124,7 £ 0,1 120,9 £ 0,2 122,8 £0,2

* concentracdo de bupivacaina tedrica; ** concentragdo de bupiva-
caina experimental

Tabela 4. Valores de porcentagem de recuperacdo de NovaBupi®
determinados para avaliacio da exatidao

[BVC*] % de recuperagdo % de recuperagdo % de recuperacio
(ug/mL) dia 1 dia 2 inter-dias

30 99,9 104,9 102,4

60 104,5 100,3 102,4

120 103,9 100,8 100,3

* concentragdo de bupivacaina tedrica

Tabela 5. Valores médios de concentrag@o de NovaBupi® determina-
dos em estudos de eficiéncia de associagdo em nanoesferas

[BVC] niao associada
as nanoesferas
(mg/mL) + DP (n=9)

[BVC] total (100%)

(mg/mL) + DP (n=9) % de associagio

2,25 0,02 2,14 +0,01 5,09 0,01
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dgua (comparada a forma ionizada) e, também, que um aumento na
proporcao de polimero faz com que os tamanhos das esferas produ-
zidas sejam aumentadas e, por conseqiiéncia, a taxa de associacao.

A fim de verificar a eficiéncia da curva analitica validada, foi
realizado um ensaio de liberagdo de NovaBupi® contendo nanoesfe-
ras de PLGA, durante um periodo de 6 h (360 min, Figura 3). Neste
ensaio, demonstra-se que neste periodo a totalidade de NovaBupi® foi
liberada, sendo a curva analitica 1til para quantificagdo do farmaco
liberado em funcdo do tempo.
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Figura 3. Teste de liberagao in vitro para NovaBupi® em presenga de nanoes-
feras de PLGA, pH 7,4, temperatura ambiente, em fungdo do tempo (n=3)

CONCLUSAO

A metodologia analitica de quantificagdo da NovaBupi®, validada
segundo ANVISA (2003) e ICH (1996), foi considerada rdpida e
vidvel, uma vez que cada corrida cromatografica durou apenas 3 min,
além de apresentar linearidade na faixa de concentracdo proposta,
exatiddo e precisdo, atendendo as exigéncias analiticas e asseguran-
do a confiabilidade dos resultados. Foram determinados também os
limites de quantificagd@o e de deteccdo, indicando que a metodologia
¢ eficiente para quantificar BVC em concentragdo minima de 1,79
ug/mL. Além disso, o limite de quantificagdo torna a metodologia
adequada a utiliza¢do em ensaios de liberag@o.

O método validado mostrou-se adequado para a quantificaciio
de NovaBupi® na fase aquosa em preparacgdes contendo nanoesferas
de PLGA em ensaios que determinam a porcentagem de associacio
de farmaco em nanoparticulas, avaliacdo fundamental para o de-
senvolvimento desta nova formulagdo de suspensio de nanoesferas
proposta.
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