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1.INTRODUCAO
1.1. BILASTINA E OS PARABENOS

A bilastina (BT) ¢ um farmaco anti-histaminico que atua como antagonista seletivo dos receptores H; da
histamina, sendo indicada no tratamento de condi¢des alérgicas como urticaria e rinoconjuntivite. Apresenta absor¢ao
rapida, proporcional & dose administrada, e ndo esta associada a efeitos sedativos ou cardiotoxicos (1-2). De acordo
com a ANVISA, a BT ¢ disponibilizada nas formas farmacéuticas de comprimidos e solucao oral (3). Esta tltima, na
concentracdo de 2,5 mg/mL, utiliza parabenos como conservantes, os quais exercem um importante papel na
manuten¢do da estabilidade e da qualidade do produto durante o periodo de uso (4).

Os parabenos, por sua vez, sdo uma classe de conservantes antimicrobianos amplamente utilizados em
medicamentos, cosméticos ¢ alimentos. Quimicamente, sdo ésteres derivados do acido p-hidroxibenzoico, e diferem
entre si pela presenca de grupos alquilicos ou aromaticos ligados a estrutura base. Entre os principais representantes
dessa classe estdo: metilparabeno (MP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (nPP), isopropilparabeno (iPP),
butilparabeno (nBP), isobutilparabeno (iBP), fenilparabeno (PhP) e benzilparabeno (BzP) (5).

Embora considerados seguros por muito tempo, estudos in vitro € in vivo revelaram que os parabenos podem
se ligar a receptores de estrogénio, atuando como disruptores endocrinos. Assim, estdo associados a distirbios
hormonais, como infertilidade feminina e maior risco de cancer de mama, devido ao desequilibrio hormonal (6-8).
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Figura 1. Estrutura quimica da bilastina. Figura 2. Estruturas dos principais parabenos, onde A =
Metilparabeno; B = Etilparabeno; C = Propilparabeno; D =
Isopropilparabeno; E = Fenilparabeno; F = Isobutilparabeno;
G = Butilparabeno; H = Benzilparabeno.

1.2. USO DE PARABENOS EM SOLUCOES ORAIS

As solucdes orais sdo vantajosas por facilitarem a administracdo de medicamentos, especialmente em
pacientes com dificuldades de degluti¢do, e por permitirem ajuste de doses. No entanto, s3o mais suscetiveis a
contaminagdo microbiana, exigindo a adicdo de conservantes como os parabenos (9), que possuem eficacia
antimicrobiana em ampla faixa de pH (3 a 8). No entanto, apesar do uso consolidado dos parabenos, existem
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preocupagdes quanto aos seus potenciais efeitos adversos a saude, o que ressalta a importancia de se estabelecer
concentragdes seguras nas formulagdes. O Handbook of Pharmaceutical Excipients (10) fornece orientagdes para o
uso adequado desses conservantes, recomendando, em solugdes orais, concentragdes de 0,015 a 0,2% para
metilparabeno e de 0,01 a 0,02% para propilparabeno.

1.3. ESTABILIDADE FARMACEUTICA E ENSAIO DE ESTABILIDADE DA BILASTINA

A estabilidade farmacéutica corresponde a capacidade de um medicamento manter suas propriedades
quimicas, fisicas, microbiologicas e biofarmacéuticas dentro de limites especificados ao longo de seu prazo de
validade, conforme definicdo da OMS. A perda dessa estabilidade pode comprometer a eficicia terapéutica e gerar
produtos de degradacéo potencialmente toxicos. Por isso, sdo realizados estudos de estabilidade que avaliam a variagao
da qualidade do farmaco sob diferentes condi¢des ambientais, como temperatura, umidade e luz, e consideram também
as caracteristicas fisico-quimicas do principio ativo e dos excipientes, como os conservantes (11).

No Brasil (Zona IVb), os ensaios de estabilidade incluem os estudos acelerado, de acompanhamento e de longa
duracdo (12). Para o ensaio de estabilidade da solu¢do oral de bilastina (2,5 mg/mL), a realiza¢do conjunta dos estudos
acelerado e de longa duragao permite avaliar os efeitos de condigdes extremas de curto prazo e o comportamento do
produto em condigdes reais de armazenamento.

1.3. QUANTIFICACAO DA BILASTINA E DE PARABENOS EM AMOSTRAS

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) destaca-se na literatura como a principal técnica utilizada
para a analise da BT, do MP e do nPP. No entanto, embora essa técnica ja tenha sido aplicada em analises individuais
desses compostos, ainda sdo escassos os estudos que propdoem um método Unico capaz de quantifica-los
simultaneamente em uma mesma amostra. Diante dessa lacuna, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e
validar um método cromatografico capaz de monitorar simultaneamente os trés compostos em uma solugdo oral de
bilastina (2,5 mg/mL). Adicionalmente, buscou-se formular essa solugdo oral e avaliar sua estabilidade ao longo do
tempo, por meio da andlise dos teores dos analitos e de parametros fisico-quimicos da formulagao.

2. METODOLOGIA

O estudo foi conduzido em quatro fases distintas. Na primeira fase, realizaram-se testes laboratoriais com o
objetivo de desenvolver um método analitico capaz de promover a separagdo e quantificagdo simultanea da BT, do
MP e do nPP em formulagédo liquida. Foram avaliadas diferentes condi¢des cromatograficas, variando-se a composigao
da fase movel, tipo de coluna, fluxo e temperatura, a fim de otimizar a eficiéncia do método.

Na segunda fase, o método desenvolvido foi submetido a validagdo conforme as diretrizes estabelecidas pela
RDCn®166/2017 da ANVISA (13), com a avaliagao de pardmetros como seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
robustez e estabilidade das solugdes padrdo e das amostras.

A terceira fase consistiu na formulag¢ao de uma solugdo oral de BT, cuja composicao (BT 2,5 mg/mL, MP 0,2
mg/mL e nPP 0,15 mg/mL) foi obtida com base em informagdes técnicas compartilhadas no contexto de colaboracao
profissional.

Por fim, na quarta fase, essa formulagdo foi envasada em frascos &mbar e submetida a estudo de estabilidade
sob duas condi¢des distintas: uma para o estudo de longa duragdo (3042 °C e 70+ 5% de umidade relativa), com
analises nos periodos de 0, 30 ¢ 180 dias; e outra para o estudo acelerado (40+2 °C e 75 + 5% de umidade relativa),
com avaliagdes aos 0, 30, 60, 90 e 180 dias. Em cada ponto de analise, foram determinados o teor de BT e parabenos,
além de parametros fisico-quimicos da solug¢do, como pH e densidade.

Para a execugdo do estudo, foram utilizados materiais e insumos como agua ultrapurificada, solventes grau
HPLC (metanol e acetonitrila), colunas cromatograficas com fase estacionaria C18 (octadecilsilano), e os
equipamentos de analise empregados incluiram dois sistemas de CLAE com detector UV/DAD.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

Diante da auséncia de estudos prévios sobre a analise simultanea da BT e dos parabenos em uma tnica corrida
cromatografica, iniciou-se o desenvolvimento do método analitico com base em um método in house ja aplicado a
separagao de quatro parabenos: MP, EtP, nPP e nBP. Utilizou-se um diluente composto por metanol e dgua (85:15,
v/v), sem ajuste de pH, que apresentou boa solubilidade da BT. Os testes iniciais foram conduzidos utilizando uma
coluna cromatografica C18 (150 mm x 4,6 mm 5 um), mantida a 25 °C, com fase movel composta por tampao fosfato
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pH 3 (ajustado com 4cido trifluoroacético — TFA) e metanol (50:50, v/v), em modo isocratico, vazao de 0,5 mL/min e
tempo de corrida de 25 minutos. As inje¢des de 10 pL foram detectadas por UV/DAD a 254 nm.

No entanto, observou-se coeluigdo entre BT e nPP, o que levou a avaliagao de diferentes proporgdes da fase
movel e a substituigdo do modo isocratico pelo modo gradiente. Apesar de algumas melhorias na separacdo do MP, a
coeluicdo entre BT e nPP persistiu sob todas as condic¢des testadas.

Quando a simples variagdo da forca do solvente nao € suficiente para aprimorar a resolu¢do cromatografica, a
substituicdo do solvente organico pode representar uma estratégia eficaz. Nesse contexto, optou-se por substituir o
metanol por acetonitrila na andlise da BT e dos parabenos, com base na abordagem proposta por Motta et al. (2020),
a qual emprega acetonitrila como fase organica e trietilamina como modificador da fase aquosa em métodos por CLAE
com detecgdo UV (14).

A partir desse modelo, foi desenvolvida uma nova fase mével composta por solugdo aquosa de trietilamina a
0,04% (ajustada para pH 3 com TFA) e acetonitrila. As demais condigdes cromatograficas foram mantidas: coluna
C18 (150 mm X 4,6 mm, 5 um), volume de injecdo de 10 pL e detecgcdo em 254 nm por UV/DAD. O perfil de eluicao
em gradiente adotado, denominado Gradiente A (Tabela 1), promoveu boa resolugo entre os analitos, permitindo o
inicio da valida¢do do método.

Contudo, durante a etapa de linearidade, apesar dos coeficientes de determinacao (R?) das curvas de calibragao
excederem 0,99, conforme exigido pela RDC n° 166 da ANVISA, os valores de desvio padrdo relativo (DPR) das
areas da BT superaram 5%, impossibilitando a continuidade da validagdo. Suspeitando de instabilidade no sistema, o
método foi transferido para outro cromatdgrafo, onde a reprodutibilidade foi confirmada. Entretanto, apds algumas
injecdes, observou-se perda de eficiéncia da coluna, evidenciada pelo alargamento dos picos e diminui¢do no nimero
de pratos teoricos. Diante da indisponibilidade de outra coluna com as mesmas especificagdes, optou-se pela
substituicdo por uma coluna C18 com particulas menores (150 mm x 4,6 mm, 3,5 um), o que exigiu ajustes no
programa de eluicado, resultando no Gradiente B (Tabela 1).

Essa nova configura¢do permitiu a redugdo do tempo de analise sem comprometer a separagdo entre BT, MP
e nPP, conforme ilustrado no cromatograma da Figura 4. Sob as condi¢des do Gradiente A (Tabela 1), a BT foi eluida
por volta de 3,5 minutos, seguida pelo MP (~4,7 min) e pelo nPP (~6,7 min). Considerando que o novo gradiente
manteve a resolucdo adequada entre os analitos e ainda proporcionou menor tempo de corrida, essa condigdo foi
selecionada para prosseguir com a validagdo do método.

Tabela 1. Gradiente de eluicdo A que resultou na melhor condi¢do de separagdo entre os analitos na fase de desenvolvimento do método
analitico. Gradiente de eluigdo B que resultou na melhor condi¢@o de separagdo entre os analitos na fase de desenvolvimento do método
analitico. Para ambos, vazdo 1mL. min''. FM A: solucdo de trietilamina 0,04% ajustada para pH 3. FM B: acetonitrila.

Gradiente A Gradiente B
Tempo A (%) B (%) Tempo A (%) B (%)

0 75 25 0 75 25

14 55 45 8 14 86

17 55 45 9 14 86

18 75 25 10 75 25

20 75 25 12 75 25
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Figura 3. Cromatograma da mistura de padrdes da bilastina, metilparabeno e propilparabeno a 254 nm, obtido na coluna 150 mm x 4,6 x 3,5
um. Fase movel trietilamina 0,04% e acetonitrila, ImL.min"!. Eluigdo em gradiente, vide Tabela 1 (Gradiente B). Forno da coluna 25 °C.
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No entanto, mesmo com a adogdo do novo gradiente, durante a validagao, a variagdo nas areas dos picos da
BT persistiu durante o teste de linearidade. A substitui¢do do equipamento descartou falhas instrumentais, e a
possibilidade de degradagdo ou erro de preparo foi avaliada por meio de um teste de estabilidade de 12 horas. Os
resultados demonstraram uma variagdo significativa na area do pico da BT, enquanto os demais analitos apresentaram
estabilidade, sugerindo que a instabilidade observada estava associada a alteragcdes em seu estado de ionizagdo. A BT
possui trés centros ionizaveis: um grupo carboxilico acido (pKa = 5,72) e dois grupos basicos, localizados nos anéis
benzimidazol e piperidina (pKa = 7,86 ¢ 9,68, respectivamente). Visando estabilizar sua forma idnica, o diluente foi
substituido por uma solugdo idéntica a fase movel, composta por d4gua com trietilamina a 0,04% (pH 3) e acetonitrila,
condi¢do que favorece a predominancia da forma dicatiénica da BT em meio acido (15).

Com essa modificacdo, a variagdo da area do pico foi reduzida para menos de 1%, confirmando que a
instabilidade nos testes anteriores estava relacionada a inadequagdo do estado de ioniza¢ao do analito.

3.2. VALIDACAO DO METODO

Na sequéncia, com a resolu¢do do problema da variacdo nas areas dos picos da BT, a validagdo do método foi
conduzida segundo os critérios da RDC 166/2017. As curvas de calibragdo mostraram linearidade adequada para todos
os analitos (R? > 0,99), com baixos desvios entre replicatas. Os testes de precisdo, em condi¢des intradia e interdia,
apresentaram DPR abaixo de 1%, confirmando a reprodutibilidade dos resultados. A exatiddo também foi satisfatoria,
com taxas de recuperacdo entre 98% e 102% para todas as faixas avaliadas. Os testes de seletividade comprovaram
que ndo houve interferéncia da matriz na detec¢éo dos analitos, e os ensaios de robustez demonstraram que pequenas
variagdes operacionais ndo afetaram a confiabilidade do método. Com a validacdo desta metodologia, foi possivel
realizar a sua aplicag@o no estudo de estabilidade da formulagao.

3.3. ESTUDO DE ESTABILIDADE

Ap6s a validagdo do método analitico, deu-se inicio ao estudo de estabilidade da solucao oral de BT (2,5
mg/mL), sob condi¢des aceleradas e de longa duracgdo, sendo apresentados neste momento apenas os resultados do
estudo acelerado. Foram avaliados parametros fisico-quimicos de pH, densidade e concentragdes da BT, MP e nPP.
As analises foram realizadas com seis replicatas para cada ponto temporal, sendo calculados a média, o desvio padrdo
(DP) e o intervalo de confianga (IC) com nivel de significincia de o = 0,05.. As Figuras 4A a 4D ilustram as médias
mensais obtidas para cada parametro, acompanhadas das respectivas margens de erro.

Figura 4: Resultados obtidos durante o teste de estabilidade acelerado (40+2°C e 75+ 5% de umidade
relativa) da solug@o oral de bilastina 2,5 mg/mL, avaliado por 90 dias, em que em: (A) Variacao do pH (90 dias); (B)
Variacdo da densidade; (C)Variagao da concentragdo dos parabenos; (D)Variagao da concentragdo da bilastina.

A B
~ o Densidade da solugdo oral de bilastina
pH da solugéo oral de bilastina (2,5 mg/mL) ¢
3,50 124
3,45 g 1,22
o 1,20
3,40 R
T o 1,18
&335 E 116
3,30 21
, 2 114
1,12
3 hical 30 dias 60 dias 90 dias A~ Inicial =~ 30dias =~ 60dias 90 dias
OpH 3,42 3,42 3,35 3,42 ODensidade 1,20 1,20 1,20 1,18
C D
Estabilidade dos parabenos na solugdo oral de Estabilidade da bilastina na solug@o oral de bilastina
bilastina 2,60
g 0,25 ~ 2,55 —— o %
ED 020 - : = . gﬁ 2,50
E o1s B B . g 245
8 o 2,40
1)
g 0,10 S 235
= =
é 0,05 g 230
Q
5) =
0,00 1 . . . 2,25
© Inicial 30dias 60dias 90 dias 8 220
Metilparabeno 0,20 0,20 0,19 0,19 ’ Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Propilparabeno 0,15 0,14 0,14 0,13 OBilastina 2,54 2,53 2,54 2,36

XXXIIl Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP — 2025 4



Conforme apresentado na Figura 4A, o pH da formulagdo manteve-se estavel ao longo dos 90 dias, com valor
inicial de 3,42, repetido nos dias 30 ¢ 90. Aos 60 dias, observou-se uma leve queda para 3,35, provavelmente
decorrente de variagdes experimentais, visto que o pH retornou ao valor original posteriormente. A densidade,
mostrada na Figura 4B, permaneceu em 1,20 g/mL até 60 dias, com discreta redugdo para 1,18 g/mL aos 90 dias,
variagdo esta que ndo foi estatisticamente significativa no teste t para amostras independentes (t = 1,69; p > 0,05).

A Figura 4C ¢ a Figura 4D apresentam as concentragdes dos parabenos e da BT, respectivamente. A BT
manteve concentragdes proximas ao valor inicial de 2,54 mg/mL até os 60 dias, com média de 2,54 mg/mL. Aos 90
dias, entretanto, observou-se uma redugdo significativa para 2,36 mg/mL, com queda no percentual de recuperacao de
99,11% para 95,94%. Essa diferenca foi confirmada por teste t (t =23,77; p < 0,05), sugerindo o inicio de um processo
de degradacao da BT.

Em relagdo aos conservantes, o MP apresentou uma leve redugdo de 0,20 mg/mL aos 30 dias para 0,19 mg/mL
aos 60 e 90 dias. Apesar da pequena variagdo, a diferenca foi estatisticamente significativa em relacdo ao valor inicial
(t=9,40; p <0,05). Ainda assim, os percentuais de recuperagdo permaneceram superiores a 98% durante todo o estudo.
O nPP, por sua vez, apresentou reducao gradual: de 0,15 mg/mL no tempo zero para 0,14 mg/mL aos 30 ¢ 60 dias, ¢
0,13 mg/mL aos 90 dias. As duas variagdes foram estatisticamente significativas em rela¢do ao valor inicial (t= 11,90
a21,73; p <0,005), com percentuais de recuperacdo superiores a 99% em todos os tempos avaliados.

De forma geral, a formulacdo apresentou estabilidade satisfatéria em termos de pH e densidade. Apesar das
variagOes nas concentragdes de ambos os parabenos, os niveis observados ainda sim indicaram uma boa recuperagio
durante os 90 dias. No entanto, a redugdo da concentragao e da recuperagao da BT nesse mesmo periodo reforca a
necessidade da continuidade do acompanhamento da estabilidade do farmaco para conclusdes mais robustas.

4. CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que o método desenvolvido se mostrou seletivo, preciso, exato, reprodutivel e
robusto para a quantificacdo simultdnea de BT, MP e nPP em formulagdes liquidas orais. Os resultados indicam uma
tendéncia de degradacdao da BT a partir de 60 dias, enquanto os conservantes mantiveram-se estdveis, mesmo com
variagOes estatisticamente significativas. Esses dados reforcam a importancia do monitoramento continuo para
assegurar a qualidade e seguran¢a da formulacao ao longo do tempo.
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