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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A RAPID ANALYTICAL METHOD BY HPLC FOR DETERMINATION OF 
NIMESULIDE IN RELEASE STUDIES. A high performance liquid chromatography (HPLC) method has been developed for a 
rapid determination of nimesulide in dissolution studies. Nimesulide was analyzed using 5 µm Lichrospher® RP-18 column (125 x 
4 mm i.d.) and mobile phase acetonitrile: phosphate buffer pH=6.0 (55:45) at a flow-rate of 1.0 mL min-1. Detection was carried out 
at 300 nm at 25 °C. The method was applied to analysis of nimesulide in in vitro release studies and showed a rapid and efficient 
analytical alternative for evaluation of dissolution profile of nimesulide.
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introDução

A nimesulida (N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metanossulfonamida) 
é um antiinflamatório não-esteróide inibidor seletivo da enzima 
ciclooxigenase (COX) do tipo 2.1 Apresenta-se como um ácido 
fraco praticamente insolúvel em água, pouco solúvel em etanol e 
facilmente solúvel em acetona.2 Quimicamente, o fármaco é uma 
alquilssulfonamida, considerada protótipo da classe das metassul-
fonamidas, principalmente devido à potência antiinflamatória e ao 
perfil de segurança terapêutico.3 A estrutura química da nimesulida 
está apresentada na Figura 1.

O mecanismo de ação da nimesulida baseia-se na inibição da 
COX-2, decorrente da interação do grupamento sulfonamida da 
molécula do fármaco com um resíduo de arginina em uma cavidade 
hidrofílica da enzima. O fármaco é amplamente comercializado 
atualmente em formas farmacêuticas orais, como comprimidos, 
comprimidos dispersíveis, gotas, granulados e suspensões, pois estas 
reduzem a incidência de efeitos indesejáveis associados à inibição da 
COX tipo 1 fisiológica, como as irritações gastrointestinais.4,5 

Em uma revisão recente, a cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE) foi a técnica analítica mais empregada na determinação de 

inibidores da COX-2 em diferentes matrizes, seguida pela espec-
trofotometria na região do ultravioleta e visível. De acordo com o 
mesmo trabalho, pôde-se perceber que as metodologias apresentam 
uma grande variação nas condições cromatográficas empregadas, 
principalmente no que se refere à detecção, composição e pH da fase 
móvel e tipo de coluna utilizada.5 

Estudos para determinação de nimesulida por CLAE em matri-
zes biológicas (fluido cerebrospinal, plasma e humor aquoso) são 
desenvolvidos geralmente com corridas mais longas para assegurar 
a eficiência de separação e são validados para faixas de trabalho 
limitadas.6-9 Em um estudo para determinação de nimesulida e seus 
principais metabólitos em urina, usou-se método de eluição por gra-
diente e as corridas foram realizadas em 50 min.10 Outros estudos por 
CLAE desenvolveram metodologias para determinação do fármaco 
em presença de produtos de degradação ou misturas com outros 
fármacos.11,12 Tais métodos apresentaram faixas de trabalho mais 
amplas, porém a necessidade de obter uma separação adequada para 
quantificar outros compostos exigiu corridas mais longas para detec-
ção da nimesulida. Em um estudo para quantificação de impurezas, a 
realização de corridas mais curtas foi possível devido ao emprego de 
uma coluna do tipo monolítica e vazões de fase móvel elevadas.13 

O interesse crescente em métodos rápidos por CLAE para 
quantificação de fármacos deve-se ao fato de que os mesmos podem 
ser aplicados a diferentes estudos, como os ensaios de dissolução. 
Atualmente, o emprego de métodos por CLAE para quantificação do 
fármaco em estudos de dissolução vem aumentando, uma vez que 
a dissolução in vitro do princípio ativo é um importante parâmetro 
para as indústrias farmacêuticas em diferentes estágios das etapas de 
desenvolvimento e produção de um medicamento.14 

Entretanto, o emprego de um método analítico por CLAE em 
estudos de dissolução exige corridas curtas, pois para avaliação do 
perfil de dissolução, em que é construída uma curva da porcentagem 
do medicamento dissolvido ao longo do tempo, gera-se uma grande 
quantidade de amostras. No caso de fármacos pouco solúveis, além 
da rapidez, o método deve considerar a interferência de tensoativos 
durante a análise.15,16 Os tensoativos ou surfactantes, como lauril 
sulfato de sódio e o polissorbato 80, são comumente acrescidos aos 
meios de dissolução como estratégia para aumentar a solubilidade em 

Figura 1. Estrutura química da nimesulida
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água do fármaco insolúvel, de modo a garantir condições sink e tornar 
o estudo de dissolução mais próximo das condições fisiológicas.17 

Atualmente, há grande interesse no desenvolvimento de méto-
dos analíticos rápidos e que forneçam parâmetros apropriados para 
análises quantitativas de fármacos. Tais métodos são importantes 
para análises de rotina durante o controle de qualidade e também 
no desenvolvimento de novas formas farmacêuticas. Diante disso, 
propõe-se uma metodologia rápida para análise de comprimidos de 
nimesulida em estudos de liberação in vitro, uma vez que ainda não 
foi descrito um método por CLAE empregando colunas de fase reversa 
apropriado para análise do fármaco em estudos de dissolução.

parte eXperimental

materiais

Produtos farmacêuticos, padrão de referência e solventes
Nimesulida padrão primário (100,0%, Farmacopéia Européia, 

Lote 1a). Comprimidos de nimesulida 100 mg de dois fabricantes 
diferentes (produtos 1 e 2) adquiridos no mercado nacional. Ace-
tonitrila e metanol grau UV/HPLC. Os demais reagentes possuíam 
grau P.A.: ácido orto-fosfórico, fosfato de potássio monobásico 
anidro, fosfato de sódio monobásico anidro, hidróxido de sódio e 
polissorbato 80 (poli 80). 

Equipamentos
Cromatógrafo a líquido (Shimadzu, Japão) com detector ultra-

violeta SPD-10AVP. Cromatógrafo a líquido (Shimadzu, Japão) com 
detector de arranjo de diodos SPD-M10AVP. Coluna cromatográfica 
LiChrospher® RP-select B (Merck, Alemanha) com 12,5 cm de com-
primento, 4,0 mm d.i., 5 µm de tamanho de partícula e pré-coluna 
LiChrospher® RP-select B (Merck, Alemanha) com 4 cm de compri-
mento, 4,0 mm de d.i. e 5 µm de tamanho de partícula. Aparelho de 
ultrassom (Unique, 775 Brasil). Aparelho dissolutor de cubas 299/6 
(Nova Ética, Brasil). Balança analítica (Kern, Alemanha). Espectro-
fotômetro duplo-feixe UV-1601 PC (Shimadzu, Japão). Medidor de 
pH modelo PA 200 (Marconi, Brasil).

metodologia

Parâmetros cromatográficos
A fase móvel foi constituída de acetonitrila e tampão fosfato 20 

mM pH 6,0 nas proporções de 55:45 v/v. As análises foram efetuadas 
a 25 ºC com vazão da fase móvel de 1,00 mL min-1. Realizaram-se 
corridas com 4 min de duração, empregando detecção no ultravioleta 
a 300 nm. O volume de injeção foi de 20 µL. 

Validação do método analítico
Os ensaios para determinação dos parâmetros de validação foram 

realizados de acordo com recomendações da legislação vigente na 
resolução RE 899 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (AN-
VISA).18 As amostras foram preparadas em tampão fosfato 50 mM 
pH 7,40 + 1,0% (m/v) de poli 80, usado como meio de dissolução. 
Todas as soluções foram previamente filtradas em filtros de 0,45 µm 
antes da injeção.

A pureza do pico cromatográfico foi determinada em cromató-
grafo acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD). Para isso, 
foram injetadas soluções da substância química de referência (padrão 
primário) e da forma farmacêutica comprimidos (produto 1) nas con-
centrações de 100 µg mL-1 e realizadas varreduras espectrais. 

O estudo da linearidade foi realizado pela transferência de alíquo-
tas de 1,5; 3,0; 4,5; 6,0 e 7,5 mL de solução estoque de nimesulida 
500 µg mL-1 (preparada em acetonitrila) para balões volumétricos 

de 25 mL e o volume foi completado com o meio de dissolução. 
As concentrações obtidas foram de 30, 60, 90, 120 e 150 µg mL-1, 
respectivamente. As diluições foram preparadas em 5 réplicas e 
empregadas na construção da curva analítica concentração versus 
área do pico. A equação de reta e o coeficiente de correlação linear 
(r) foram calculados.

A precisão intra-dias foi avaliada analisando-se soluções padrão 
(n=6) nas concentrações de 50 e 100 µg mL-1. As soluções foram pre-
paradas pela transferência de alíquotas de 5,0 mL de solução estoque 
500 µg mL-1 para balões volumétricos de 25 e 50 mL, respectivamente, 
e o volume completado com o meio. As soluções foram analisadas e 
a seguir o coeficiente de variação (CV%) foi calculado. A precisão 
inter-dias foi avaliada da mesma forma em dias consecutivos.

O estudo da exatidão foi realizado pela adição de substância 
química de referência à solução do produto 1 na concentração de 
100,0 µg mL-1. Realizaram-se adições de 50, 100 e 150% de subs-
tância química de referência (n=3). Após diluição apropriada dentro 
da faixa linear, realizaram-se as leituras e calculou-se o percentual 
de recuperação (R%).

Os limites de detecção e de quantificação (LD e LQ, respecti-
vamente) foram calculados pela divisão do desvio padrão dos coefi-
cientes lineares das 5 curvas de calibração do ensaio de linearidade 
pela média dos coeficientes angulares destas respectivas curvas, 
multiplicados por 3 e 10, respectivamente. Os resultados obtidos 
pelos cálculos foram analisados por injeções de soluções (n=5) de 
concentrações decrescentes de 10, 5, 1 e soluções correspondentes ao 
LQ e LD. Para confirmação do LQ, o coeficiente de correlação (r) e 
o CV% da concentração correspondente foram calculados. 

A validação de uma metodologia apropriada para estudos de 
dissolução deve incluir outros parâmetros descritos na literatura.15 
É importante a realização de um estudo do filtro e da estabilidade 
do fármaco no meio de dissolução. O estudo do filtro foi realizado 
pela análise de soluções padrão 100 µg mL-1 antes e após o processo 
de filtração. A estabilidade da nimesulida no meio de dissolução foi 
avaliada mantendo-se soluções padrão e amostra 100 µg mL-1 arma-
zenadas ao abrigo de luz à temperatura ambiente (n=3). Após 24 h, 
realizaram-se leituras das mesmas soluções contra soluções padrão 
de nimesulida 100 µg mL-1 recém-preparadas (n=6) e determinou-se 
o percentual de resposta.

Estudo de dissolução de comprimidos
Realizou o estudo do perfil de dissolução da nimesulida a partir 

dos dois comprimidos comerciais (produtos 1 e 2) empregando-se 
900 mL de meio tampão fosfato 50 mM pH 7,40 + 1,0% (m/v) de 
poli 80, aparato número 2 (pá) e rotação de 75 rpm. Alíquotas de 
10,0 mL foram coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 30 e 60 min, em 
seguida filtradas e analisadas por CLAE. A partir dos resultados 
pôde-se construir a curva da porcentagem de nimesulida dissolvida 
versus tempo, que caracteriza o perfil de dissolução para os produtos 
avaliados.

resultaDos e Discussão

O uso de metodologias por CLAE com coluna de fase reversa oc-
tadecilsilano é largamente empregado na determinação de fármacos.19 
Deste modo, para análise da nimesulida selecionou-se a coluna de 
fase reversa Li-Chrospher® select-B. A composição da fase móvel foi 
definida após testar diferentes combinações de acetonitrila, metanol 
e água ou tampões aquosos. A fase móvel inicialmente testada foi 
acetonitrila e água (50:50), sendo que os resultados foram insatisfa-
tórios devido à assimetria do pico cromatográfico. A simetria do pico 
melhorou quando se substituiu a água por tampão fosfato. As fases 
móveis com água são indicadas para compostos neutros, enquanto 
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que para compostos ionizáveis como nimesulida é preferível o uso de 
tampões aquosos, uma vez que estes mantêm o grau de ionização das 
moléculas e evitam os problemas de retenção secundária, responsáveis 
pela formação de picos com caudas.19

A variação do pH da fase móvel permitiu o ajuste do tempo 
de retenção da nimesulida e, conseqüentemente, a realização de 
corridas mais curtas. Observou-se que o tempo de retenção é maior 
em pH ácido que em fases móveis com pH mais elevado, o que era 
esperado, pois, por se tratar de um ácido fraco de pKa 6.5, a nime-
sulida encontra-se predominantemente ionizada em valores de pH 
alcalinos e, desta forma, a interação do fármaco ionizado com a fase 
reversa é menor e o tempo de retenção provavelmente diminui.1 De 
modo contrário, valores de pH ácidos favorecem a forma molecular 
do fármaco e aumentam a afinidade do mesmo por colunas de fase 
reversa, elevando o tempo de retenção. Em um trabalho em que foi 
desenvolvido um método rápido para análise de nimesulida em plasma 
humano, a fase móvel incluiu tampão fosfato pH 5,5 e o tempo de 
retenção do fármaco foi de 12,5 min.8 Em outro trabalho para análise 
de nimesulida em plasma, a fase móvel possuía pH 3,0 e, no entanto, 
o tempo de retenção foi de 5,9 min, uma vez que foi empregada maior 
porcentagem de metanol (68%) na fase móvel.9 

A fase móvel acetonitrila:tampão fosfato 20 mM pH 6,0 (55:45) 
mostrou-se adequada para análise de nimesulida, o que incluiu um tempo 
de retenção reduzido (em torno de 3 min), tornando o método aplicável 
em análises de rotina. A vazão de fase móvel e a temperatura da coluna 
foram mantidas em 1,0 mL min-1 e 25 °C, respectivamente. A seleção 
do comprimento de onda foi realizada após varredura espectral na região 
do ultravioleta-visível (200-500 nm). Inicialmente, observou-se a maior 
absorção da nimesulida em uma banda de 200-230 nm, entretanto, nesta 
faixa de comprimento de onda, o poli 80 usado para aumentar a solubili-
dade em água da nimesulida no meio de dissolução também apresentou 
forte absorção. Em corridas cromatográficas preliminares com detecção 
em 210 nm, observou-se um pico referente ao poli 80 em aproximada-
mente 10 min. Deste modo, a detecção foi alterada para 300 nm. Neste 
comprimento de onda, a nimesulida ainda apresentava um sinal analítico 
satisfatório para a análise e o poli 80 não foi detectado. 

A Figura 2 apresenta o cromatograma de solução padrão de 
nimesulida 100 µg mL-1, utilizando fase móvel acetonitrila e tampão 
fosfato pH 6,0 (55:45) com detecção a 300 nm. 

A pureza do pico cromatográfico foi determinada após varredura 
do padrão e da amostra (solução de nimesulida a partir de comprimi-
do) empregando detector de DAD. O detector de DAD é considerado 

uma precaução necessária para garantir a pureza do pico cromatográ-
fico, em que o espectro do pico obtido na separação é comparado ao 
espectro de um padrão de alta pureza e o resultado é uma indicação 
da presença do composto puro na amostra. O percentual de resposta 
ao se comparar a área dos picos foi de 99,20%.

A faixa linear foi selecionada de acordo com a concentração do 
fármaco no meio de dissolução se um comprimido de 100 mg estiver 
totalmente dissolvido em 900 mL do meio (111 µg mL-1). A lineari-
dade do método foi observada na faixa avaliada de 30 a 150 µg mL-1. 
A equação de reta foi y = 14321x – 10057 e o r = 0,9996.

A Tabela 1 apresenta os valores referentes à avaliação da preci-
são e exatidão. Os resultados apresentados estão de acordo com as 
recomendações da ANVISA.18 

Os valores obtidos para o LD e o LQ de acordo com os cálculos 
foram 0,03 e 0,1 µg mL-1, respectivamente. O valor de CV% para 
a concentração de 0,1 µg mL-1 foi de 2,6 e o r=0,9934 para a faixa 
de 0,1 a 10,0 µg mL-1. Em estudos para amostras biológicas, que 
requerem faixas de trabalho mais sensíveis, o LQ encontrado foi de 
0,05 µg mL-1.7-9

A avaliação do filtro demonstrou que os resultados estão inseridos 
na faixa aceitável (98 a 102%). O estudo é importante para demonstrar 
que o filtro não adsorve partículas de fármaco, nem libera material 
para solução.15 Após a filtração, a solução padrão apresentou percen-
tual de resposta de 99,52%.

A nimesulida apresentou-se estável no meio aquoso. A faixa 
aceitável de estabilidade é de 98 a 102%.15 Os percentuais de resposta 
para as soluções de amostra e padrão foram de, respectivamente, 
98,24 e 98,90%.

A Figura 3 apresenta os perfis de dissolução de comprimidos de 
nimesulida em meio tampão fosfato 50 mM pH 7,40 + 1,0% (m/v) 
de poli 80. O método analítico mostrou-se adequado para quantifi-
cação do fármaco durante estudos de liberação in vitro, permitindo 
a avaliação do perfil de dissolução dos produtos 1 e 2. Na literatura, 
outros autores propuseram uma metodologia para análise do fármaco 
em testes de dissolução em meio tampão fosfato pH 7,40 + poli 80, 
entretanto, empregaram uma coluna monolítica e vazão de fase móvel 
de 4,0 mL min-1.13 Os autores avaliaram a linearidade na faixa de 50 a 
150 µg mL-1, o LQ e LD calculados foram de, respectivamente, 0,17 
e 0,05 µg mL-1 e a precisão inter-dias igual a 1,2%.13 

A proposição de um método rápido e de fácil execução é interes-
sante para a rotina de controle de qualidade industrial. Deste modo, o 
método desenvolvido e validado para análise de nimesulida utilizando 
coluna de fase reversa atendeu às necessidades específicas do estudo 
de dissolução de comprimidos, mostrando-se uma alternativa analítica 
rápida e eficiente.

Figura 2. Perfil cromatográfico da nimesulida utilizando fase móvel acetoni-
trila e tampão fosfato pH 6,0 (55:45 v/v) com detecção a 300 nm

tabela 1. Avaliação da precisão e exatidão do método para análise 
de nimesulida por CLAE

Parâmetros Nimesulida

Precisão intra-ensaio (n=6)

Concentração (µg mL-1) 50,0 100,0

CV% 0,17 0,28

Precisão inter-ensaio (n=2)

Concentração (µg mL-1) 50,0 100,0

CV% 0,73 0,62

Exatidão (n=3)

Padrão Adicionado (%) 50 100 150

R% 98,75 99,64 98,04
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conclusão 

A metodologia analítica empregando CLAE por fase reversa 
permitiu uma rápida detecção e quantificação da nimesulida. O mé-
todo utilizando fase móvel constituída de acetonitrila:tampão fosfato 
20 mM pH 6,0 (55:45) e detecção ultravioleta a 300 nm mostrou-se 
sensível (LQ=0,1 µg mL-1), preciso (CV% inferior a 1,0%), exato 
(R% de 98,08-99,64%) e linear em ampla faixa de concentração 
(0,1 a 150 µg mL-1). A pureza dos picos pôde ser determinada após 
varreduras espectrais empregando detector de DAD. Além disso, o 
método apresentou resultados satisfatórios para avaliação do perfil 
de dissolução de comprimidos de nimesulida, o que se mostrou 
interessante uma vez que não há metodologia oficial para avaliar a 
liberação do fármaco.

agraDecimentos

PIBIC/ CNPq e Unifal-MG.

Figura 3. Perfil de dissolução dos produtos 1 e 2 em tampão fosfato pH 7,40 
50mM + 1,0% (m/v) de poli 80 
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