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Tendo em vista a descrigdo em cddigos oficiais, unicamente, da titulacdo volumétrica
em meio aquoso para a determinacdo do cloridrato de amiodarona, o propoésito do autor do
presente trabalho foi estudar as diferentes metodologias encontradas na literatura com a
finalidade de determinar essa substancia em outros tipos de amostras e desenvolvé-las de
maneira a permitir seu emprego na identificacdo e determinacdo quantitativa da substancia em
estudo, bem como, fornecer subsidios em forma de métodos de analise para serem
incorporados a Farmacopéia Brasileira.

Em consonéncia com o propdsito todas metodologias foram estudadas, modificadas e
validadas em conformidade com as normas internacionais. Os métodos desenvolvidos
apresentaram linearidade, preciséo e exatiddo, bem como, mostraram-se equivalentes quando
submetidos a estudos estatisticos por meio de andlise de variancia, pelo que sdo propostos

para serem oficializados pela Farmacopéia Brasileira.
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ABSTRACT

AMIODARONE CHLORIDRATE: A COMPARATIVE STUDY OF THE
METHODOLOGIES OF RAW MATERIAL ANALYSIS

Author: Ricardo Chiappa

Advisor: Ph.D. Celso Figueiredo Bittencourt
Local and Date: Santa Maria, 31 May, 2004

The purpose of the author of the present work was to study the differences among the
methodologies found in the literature taking into account only the description in the official
codes of the volumetric titulation in acquous means to the determination of amiodarone
chloridrate. The objective was to determine this substance in other types of samples and
develop them in order to allow their employment in the identification and quantitative
determination of the substance in study, as well as to provide subsidies in the form of methods
of analysis to be incorporated in the Brazilian Pharmacopoeia.

All the methodologies were studied, modified and validated according to the
international norms. The methods developed presented linearity, precision and accuracy. They
also showed equivalence when submitted to statistics studies, by means of variance analysis,

according to the proposed to be officialized by the Brazilian Pharmacopoeia.



1. INTRODUCAO

Relatorios da Organizagao Mundial da Saude (OMS) de 1997 revelam que as doengas
cardiovasculares foram responsaveis por cerca de 30 % de todas as mortes que ocorreram no
mundo, o que corresponde a quase 15 milhdes de 6bitos por ano, sendo que a maioria (9

. ~ I3 . ’ . 7
milhdes) ¢ proveniente dos paises em desenvolvimento .

O desenvolvimento de farmacos, capazes de reverterem esta estatistica, compde-se,

atualmente, em um esfor¢o concentrado da industria farmacéutica mundial.

Dentre as doengas cardiovasculares, a arritmia ¢ uma das anomalias mais freqlientes
do funcionamento cardiaco, decorrente da geracdo ou conducdao de impulsos elétricos

irregulares ou defeituosos.

Os primeiros estudos da amiodarona exploravam seu efeito antianginoso, porém, foi
logo evidenciada sua potente acdo antiarritmica, que a faz ocupar posicdo de destaque na

terapia destas etiologias.

A amiodarona ¢ um derivado benzofuranico de estrutura quimica semelhante a tiroxina,
possuindo dois atomos de iodo em sua molécula, apresentando na forma de cloridrato peso

molecular de 681,8 g.

A amiodarona foi sintetizada, em 1963, por Tondeur & Binon, sendo detentores da patente

de ntimero 1,339,389 °.

"BRANDAO, A. P. Revista Brasileira de Cardiologia, v. 2, n. 5, (2000) p. 181-183.
5 THE MERCK INDEX, Merck, Rahway, 1997.
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4

O principal metabdlito da amiodarona ¢ a desetilamiodarona, que possui efeitos
terapéuticos similares aos da droga principal, sua concentracdo pode se aproximar a do

, . .. n . 24
farmaco, durante terapias longas complementando as atividades terapéuticas .

A grande vantagem da amiodarona sobre outros antiarritmicos ¢ que este farmaco
possui agdo terap€utica longa, em razdo de sua meia-vida variar de 30 a 120 dias, o que
permite uma Gnica dose diaria'®. De acordo com SINGH et al, em 1989 >, a substéncia atinge
concentragdes plasmaticas da ordem de 0.5 a 2.5 mg/l, existindo relagdo linear entre as doses
orais de amiodarona e as concentragdes do farmaco no plasma e no tecido cardiaco. Essas
concentragodes, ainda que proporcionais em individuos, variam significativamente quando as

mesmas doses sdo administradas em diferentes pacientes.

Os agentes antiarritmicos sdo farmacos empregados no tratamento de distirbios no
ritmo e velocidade dos batimentos cardiacos. Entende-se por arritmia uma anormalidade na
iniciacdo ou propagacao dos estimulos cardiacos 30,

Em 1970 foi proposta classificacdo das drogas antiarritmicas por seus efeitos
eletrofisiologicos (classificagdo de Vaughan-Willians). A saber: Classe |: drogas que
bloqueiam os canais de sodio sensiveis a voltagem. Sao subdivididas em: Ia, Ib e Ic. Classe
I1: antagonistas dos receptores B-adrenérgicos. Classe I11: drogas que prolongam o potencial
da acdo cardiaca, aumentando assim o periodo refratario e suprimindo a atividade de

. i A7
reentrada. Classe 1V: antagonistas do calcio ™.

A amiodarona ¢ classificada como antiarritmico de classe III.

E recomendada sua utilizacdo no tratamento de arritmias ventriculares, taquicardia

paroxistica supraventricular, fibrilacdo e “fluter” atrial. A amiodarona relaxa a musculatura

lisa e diminui a resisténcia corondria e vascular periférica. Além disso, provoca bradicardia

2 KANNAN, R., NADEMANEE, K., HENDRICKSON, J. A. et al. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 31 (1982) p.
438-452.

HOLT, D. W., TUCKER, G. T., JACKSON, P. R. et al. American Heart Journal, 106 (1983) p. 840.

52 SINGH, B., VENKATESH, N., NADEMANEE, K. et al. Progress in Cardiovascular Diseases, (1989) p. 249-280.

3 KOROLKOVAS, A., BURCKHALTER, J. H. Quimica Farmacéutica. Rio de Janeiro: Gauanabara Koogan, (1988).

“TRANG, H.P., DALE, M. M., RITTER, J. M. Farmacologia. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2001).
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sinusal e exerce agdes antiadrenérgicas ndo-competitivas que, provavelmente, nao sao

mediadas pela inibi¢do direta dos receptores adrenérgicos 34

A amiodarona possui ag¢des antiadrenérgicas, antiarritmicas e antianginosas. Deprime
as fungdes sinusais, atriais ¢ do ndédulo AV porque prolonga o tempo de condugdo e o tempo
de recuperacdo do no sinusal, aumentando o periodo refratario dos atrios, do nédulo AV e do
sistema especifico de conducdo. Seus efeitos hemodinamicos incluem bradicardia, reducao da

resisténcia vascular coronariana e periférica, além do débito cardiaco .

A amiodarona ¢ um farmaco unico pelo fato de somar sua agdo sobre o potencial de
acdo da fibra cardiaca a inducdo do relaxamento da musculatura lisa arterial e a agao
frenadora sobre os alfa e beta-receptores. E capaz, portanto, de suprimir arritmias, aumentar o
fluxo sanguineo coronariano e reduzir o consumo miocardico de oxigénio. Nas doses

recomendadas, ndo altera a contratilidade do miocardio e ndo exerce acao hipotensora %

Os efeitos adversos conhecidos da amiodarona incluem hipertireoidismo e

1 4 . . .
> °, bem como toxicidade cutinea, neurologica e

hipotireoidismo °*, fibrose pulmonar
gastrointestinal. 18, 41 Alguns destes efeitos colaterais sdo dose-dependentes, o que enfatiza a

necessidade de aplicacdo de dose efetiva menor e de monitoramento do tratamento

Para a analise da amiodarona, encontram-se descritas na literatura diversas
metodologias, sendo que a maior parte delas tem como objetivo a determinagdo da substancia
em estudo em fluidos biologicos. Na literatura consultada, encontramos publicagdes
determinando o cloridrato de amiodarona, com o uso de HPLC, em plasma e soro 14, somente

12, 33, 17 3 3, 67

. 4 Jo
em plasma , em plasma e urina ™ e em soro ~ . Utilizando a cromatografia em

3 MASON, J. W. New England Journal of Medicine, (1993) p. 329-452.

3" MOSTOW, N. D., VROBEL, T. R., NOON, D. et al. Circulation, 73 (1986).

33 MASON, J.W. New England Journal of Medicine, (1987) p. 316-455.

I SINGH, B. N., NADEMANEE, K. American Heart Journal, (1983) p. 857-868.

“ RAKITA, L., MOSTOW, N. D., NOON, D. L. et al. Journal of Chromatography, 277 (1983) p. 229-237.

'8 HEGER, J. J., PRYSTOWSKY, E. N., ZIPES, D. P. American Heart Journal, 106 (1983) p. 931.

“ PETER, T., HAMER, A., MANDEL, W. J. et al. American Heart Journal 106 (1983) p. 943.

" FLANAGAN, R. J., STOREY, G. C. A., HOLT, D. W. Journal of Chromatography, 187 (1980) p. 391-398.
2 FAILLER, J. M., FARINOTTI, R., DAUPHIN, A. Journal de Pharmacie Clinique, 4 (1985) p. 415-421.
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camada delgada encontramos a publicacdo de XIA et al, em 1986 o4 que determinou o

cloridrato de amiodarona presente no soro.

Foi encontrado numero menor de publicacdes descrevendo métodos para a
determinagdo quantitativa da amiodarona, quer como matéria-prima, ou em forma de
especialidades farmacéuticas. A espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta foi empregada
por PIETRA et al., em 1988 %2 a determinagdo potenciométrica foi utilizada por RALUCA et
al., 1996 e por KRAMER et al., em 1998 31, HPLC foi utilizado para determinar o farmaco
por VIO & MANOLO, em 1988 > ¢ por GUMIENICZEK et al., em 1994 *°.

Embora comercializado em muitos paises, desde a década de 70, ndo existe consenso
na metodologia proposta por empresas e 6rgaos oficiais de controle de qualidade em relagdo
aos métodos utilizados na andlise quantitativa do cloridrato de amiodarona, como matéria-

prima ou produto acabado.

Em nosso meio, industria farmacéutica de relevancia internacional recomenda a
espectrofotometria no ultravioleta e a volumetria em meio ndo-aquoso para a determinagao
quantitativa da matéria-prima cloridrato de amiodarona. O Brasil, at¢ 0 momento, nao possui
metodologia oficial para a quantificagdo dessa substancia medicamentosa. A Comissdo
Permanente de Revisdo da Farmacopéia Brasileira (CPRFB), 4" edi¢do, submeteu,
recentemente, a Consulta Publica as mesmas metodologias. A Farmacopéia Européia, em sua
4* edigdo ™ preconiza a volumetria em meio aquoso para a determinacdo do farmaco. A

Farmacopéia Americana, em estudos colaborativos para comporem a futura Farmacopéia da

3 MAMOLO, M. G., VIO, L., FURLAN, G. Farmaco, 47 (1992) p. 1067-1080.

"HA, H. R., KOZLIK, P., STIEGER, B. et al. Journal of Chromatography B, 15 (2001) p. 309-324.

“ PLOMP, T. A., ENGELS, M, DE MEDINA, E. O. R. et al. Journal of Chromatography, 273 (1983) p. 379-392
3 ARRANZ, M. I, MORO, C. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 7 (1989) p- 1909-1914.

57 ZAPATA, V., VALENCIA, M., BIDER, A. et al. Acta Cientifica Venezolana, 51 (2000) p. 53-60.

8 XIA, S. H., YUAN, Y. S., LI, L. et al. Chinese Journal of Hospital Pharmacy, 6 (1986) p. 433-436.

2 PIETRA, A. M., CAVRINI, V., GATTI, R. et al. Pharmaceutical Research, 5 (1988).

% RALUCA, L S., HASSAN, Y. A., BAIULESCU, G. Sensors and Actuators B: Chemical, 37 (1996) p. 141-144.
3 KRAMER, S. D., GAUTIER, J. C., SAUDEMON, P. Pharmaceutical Research, 15 (1998) p. 1310-1313.

Y VIO, L., MAMOLO, M. G. Il Farmaco, 43 (1988) p. 365-372.

! GUMIENICZEK, A., MISZTAL, G., PRZYBOROWSKI, L. Acta Polonica Pharmaceutica, 51 (1994).

""" EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4. ed. Council of Europe, Strasbourg, 2004.
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Américas, através do programa Pharmacopeial Working Group (PWG), sob os auspicios da
Organizacao Pan-americana da Saude, propos em 2003 a utilizacdo de cromatografia liquida

de alta eficiéncia para a mesma determinagao.

Conforme SWARTZ & KRULL, 1998 54, um processo de validagdo bem definido e
documentado oferece as autoridades em vigilancia sanitaria, evidéncias de que uma

metodologia ¢ adequada ao uso analitico.

O presente trabalho tem por objetivo o estudo comparativo entre as principais
metodologias descritas na literatura para a determinacdo qualitativa e quantitativa do
cloridrato de amiodarona - matéria-prima -, verificar suas validagdes e apresentar sugestdo de

nova metodologia para a Farmacopéia Brasileira.

% SWARTZ, M. E., KRULL, I. S. Pharmaceutical Technology, v. 2, n. 3 (1998) p. 12-20.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico

As doengas cardiovasculares sao a principal causa mortis nos paises desenvolvidos.
Este grupo de moléstias compreende as doengas coronarias e as doencas dos vasos sanguineos

e linfaticos.

O emprego dos extratos de plantas contendo glicosideos cardiacos ja estava descrito
no Papiro de Ebers, ha 2000 anos a.C. A Scilla maritima (cila) era empregada pelos romanos
como tonico cardiaco e diurético. Em 1785, o botanico William Withering publicou um
tratado onde preconizava o uso da digitalis no tratamento de determinadas formas de
hidropisia. Em 1799, John Ferriar atribuiu agdo cardiaca a plantas contendo substancias
digitalicas. Em 1835, Homolle preparou extrato purificado de folhas de Digitalis purpurea.
Em 1872, Fraser atribuiu natureza glicosidica aos principios ativos dos extratos digitalicos.

Em 1875, Schiedeberg isolou a digitoxina a partir da Digitalis purparea .

Em 1853, Pasteur extraiu a quinidina da casca da quina (Cinchona sp), a qual foi
considerada 1til no tratamento de arritmias cardiacas por Frey, no ano de 1918 30,

Em 1936, Mautz relatou que o cloridrato de procaina aplicado, topicamente, elevava o
limiar da resposta do musculo ventricular ao estimulo elétrico. Em 1951, a substituicdo da
funcdo éster da procaina por funcdo amidica resultou na procainamida, que possui agao

prolongada por ser resistente as estearases 10,

3 KOROLKOVAS, A., BURCKHALTER, J. H. Quimica Farmacéutica. Rio de Janeiro: Gauanabara Koogan, (1988).
" DONOSO, E. Drugs in Cardiology, 2 parts, Thieme, Stuttgart (1975).
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Em 1963, Stock e Dale observaram que agentes bloqueadores beta-adrenérgicos
possuiam atividade antiarritmica. Essa descoberta levou a procura de farmacos em diferentes

y e , . . ’ . 10
classes quimicas e gerou a sintese de diversos agentes antiarritmicos ™.

Assim, o uso da amiodarona na terapéutica foi iniciado na Europa, em 1967, quando
era explorado seu efeito antianginoso. Porém, em seguida foi evidenciada sua agdo

. , : . 5
antiarritmica e o fArmaco passou, rapidamente, a ser usado para essa finalidade .

2.2 Eletrofisiologia do ritmo cardiaco normal

O coragao ¢ um 6rgdo composto de fibras musculares dotadas de contratilidade e que
possui, também, um sistema de células e fibras especializadas em gerar e conduzir impulso

elétrico, de modo ritmico, que deflagra a fungao mecanica da bomba cardiaca %0,

A funcdo marca-passo permite ao coragdo a auto-excitagdo e ritmicidade que lhe sdo
peculiares. As fibras de resposta lenta, do no sinoatrial, lideram esse mecanismo; as de
resposta rapida o executam, mas em nivel bem inferior. O registro dessa fungao ¢ visivel na
fase 4, na forma de uma ascensdo gradual da curva designada como despolarizacio diastdlica
inferior. Esta despolarizagdo se deve, aparentemente, a entrada gradual de Na', no contexto da
desativagdo da saida do K, tendo como condig¢des subjacentes e continuas uma outra corrente
de saida do K* e outras de entrada de Na™ e Ca*". No ponto em que esta ativacio gradual
alcanga o limiar de excitabilidade da fibra, imediatamente, sobrevém a despolarizagao total e

a propagacio deste impulso para diante .

Os miodcitos cardiacos devem sua excitabilidade elétrica a um aumento transitorio na
permeabilidade da membrana ao Na® e/ou Ca®" em resposta a uma despolarizagio da
membrana, resultando em correntes que se dirigem para dentro das células. Ocorre
repolarizagio em conseqiiéncia de um aumento tardio na permeabilidade ao K", resultando

+ . . . -
numa corrente para fora de K, possivelmente favorecida pelo movimento do CI” para o

5 AVERY, G. S. Cardiovascular Drugs, 2 vols., University Park Press, Baltimore (1978).
% SILVA, P. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2002).
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interior das células. Os canais de Na™ e Ca”" sdo proteinas heteromultiméricas, nas quais as
subunidades o e a; (grandes proteinas tetraméricas) formam os canais seletivos de fons Na' e
Ca®’, respectivamente voltagem-dependente. Os aspectos eletrofisiologicos do musculo
cardiaco que o distinguem de outros tecidos excitdveis incluem: o ritmo intrinseco espontaneo
gerado por células especializadas dos nddulos sinoatrial (SA) e atrioventricular (AV), isto &,
atividade marca-passo; a inexisténcia da corrente rapida de Na' nos nodulos SA e AV; a
corrente lenta de Ca®” para o interior da célula que é responsavel pelo desencadeamento e pela
propagacdo do potencial de acdo nessas regides; a longa duracdo do potencial de acdo e o
periodo refratario prolongado e, também, o grande influxo de Ca®" durante o platd do

potencial de agdo 241 Conforme Figuras 01 e 02.
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FIGURA 01 - O potencial de agdo cardiaco. Fases do potencial de acdo (registradas numa
fibra cardiaca de Purkinje): 0 = despolarizacao rapida; 1 = repolarizacdo parcial; 2 = platd; 3 =
repolarizacdo; 4 = despolarizagdo de marca-passo. O painel inferior mostra as alteracdes
concomitantes na condutincia da membrana para os ions Na*, K™ e Ca’” (NOBLE, 1975 % In
RANG et al, 2001*").

B KATZ, A. M. New England Journal of Medicine, 328 (1993) p. 1244-1251.

“TRANG, H. P., DALE, M. M., RITTER, J. M. Farmacologia. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2001).

3 NOBLE, J. P., LAMBERT, D., JUSTRABO, E. et al. Annales de Dermatologie et de Syphiligraphie, 102 (1975) p. 277-
286.
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FIGURA 02 - O potencial de agao cardiaco. Condugao do impulso através do coragdo, com o
tracado ECG correspondente. Observe que o maior retardo ocorre no ndédulo AV, onde o
potencial de a¢io possui tipicamente uma forma de onda lenta (NOBLE, 1975 *® In RANG et
al, 2001*").

O impulso elétrico que desencadeia uma contragdo cardiaca normal origina-se a
intervalos regulares no nodo sinoatrial, habitualmente numa freqiiéncia de 60 — 100
batimentos por minuto. Esse impulso dissemina-se rapidamente pelos atrios e penetra no nodo
atrioventricular, que normalmente constitui a Unica via de conducdo entre os atrios e os
ventriculos. A condu¢do através do nodo atrioventricular ¢ lenta, levando cerca de 0,15
segundos (essa demora da tempo suficiente para que a contracdo atrial bombeie sangue para
os ventriculos). A seguir, o impulso propaga-se pelo sistema de His-Purkinje e invade todas as
partes dos ventriculos. A ativagdo ventricular torna-se completa em menos de 0,1 segundos,

por conseguinte, a contragdo de todo o musculo ventricular ¢ sincrénica e

hemodinamicamente eficaz. O potencial transmembrana das células cardiacas ¢ determinado

3 NOBLE, J. P., LAMBERT, D., JUSTRABO, E. et al. Annales de Dermatologie et de Syphiligraphie, 102 (1975) p. 277-
286.
“TRANG, H.P., DALE, M. M., RITTER, J. M. Farmacologia. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2001).
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pelas concentracdes dos fons Na™, K™ e Ca>" em ambos os lados da membrana, bem como pela
permeabilidade da membrana a cada ion. Esses ions hidrossoluveis sdo incapazes de sofrer
difusdo livre através da membrana celular lipidica em resposta a gradientes elétricos e de
concentragdo; para que ocorra difusdo, eles necessitam de canais aquosos (proteinas
especificas formadoras de poros). Portanto, os ions atravessam as membranas celulares em
resposta a seus gradientes, apenas em momentos especificos do ciclo cardiaco, quando esses
canais i0nicos estdo abertos. Os movimentos desses ions produzem correntes que formam a

- 5 20
base do potencial de agdo cardiaca .

2.3 Mecanismo das arritmias

Muitos fatores podem desencadear ou aumentar as arritmias cardiacas: isquemia,
hipoxia, acidose ou alcalose, anormalidades -eletroliticas, exposi¢do excessiva a
catecolaminas, influéncias autonomas, toxicidade farmacoldgica, estiramento excessivo das
fibras cardiacas e presenga de tecido cicatricial ou modrbido. Entretanto, todas as arritmias

. , . ~ ~ . 2
decorrem de disturbios na formagao e na conducao dos impulsos, ou em ambos °

Do ponto de vista clinico, os disturbios do ritmo cardiaco sdo classificados de acordo
com o local de origem da anormalidade (atrial, juncional ou ventricular) ou pelo aumento ou
reducdo da freqiiéncia (taquicardia e bradicardia, respectivamente). Quatro mecanismos
fisiologicos basicos estdo na origem dos distirbios do ritmo cardiaco: pos-despolarizagao
tardia — devido a uma corrente orientada para o interior da célula, associada a uma elevacao
anormal de Ca®’; reentrada — quando partes do miocardio estio despolarizadas e a condugio
depende da “resposta lenta” mediada pelo Ca'; atividade de marca-passo normal — estimulada
pela atividade simpatica e bloqueio cardiaco — quando ha lesdo no ndédulo AV ou do sistema

~ . 49, 47
de conducgao ventricular ™ ™.

2 HONDEGHEM, L. M., KATZUNG, B. G. Annual Review of Pharmacology and Toxicology, (1984) p. 24-387.

% KATZUNG, B. G. Farmacologia Bésica e Clinica. 8 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2003).

# RUSKIN, J. N. New England Journal of Medicine, 321 (1989) p. 386-388.

“TRANG, H.P., DALE, M. M., RITTER, J. M. Farmacologia. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2001).
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2.4 Drogas antiarritmicas

Os agentes antiarritmicos sdo farmacos empregados no tratamento de distirbios no
ritmo e velocidade dos batimentos cardiacos. Entende-se por arritmia uma anormalidade na

iniciacdo ou propagacao dos estimulos cardiacos 30,

Os antiarritmicos sdo classificados de acordo com seus efeitos especificos na
A . AL A . . 58
condutancia i6nica conforme propds Vaughan-Williams em 1970 ™, o que pode ser

visualizado na Tabela 01.

TABELA 01 - Classificagdo de Vaughan — Williams %

Classe Exemplos Mecanismo Efeitos cardiacos*
TMD DPA PRE Condugdo  Contratilidade
AV
Ia Quinidina Bloqueio dos canais de Na 1l i 1 11 |
Procainamida Ll 1 1 1 I
Disopiramida L 1 1 L I
Ib Lidocaina Bloqueio dos canais de Na (dissociagdo | l T - -
rapida)
Ic Flecainida Bloqueio dos canais de Na (dissociagdo lenta) 11l - - 1l Ll
11 Propranolol Antagonismo dos receptores f-adrenérgicos - - - l Ll
11 Amiodarona Aumento da duragdo do PA - T ot l -
Sotalol - T I b
v Verapamil Bloqueio do canal de Ca - Ll - 1l i

*TMD: taxa maxima de despolarizagdo; DPA: duracdo do potencial de a¢do; PRE: periodo refratario efetivo

o 11 7,61, 47
Classes de antiarritmicos, conforme Vaughan-Williams >" % 47,

Classe I: farmacos que bloqueiam os canais de sddio sensiveis a voltagem. Sua acdo inibe

a propagacao do potencial de agdo em muitas células excitaveis reduzindo assim

3% KOROLKOVAS, A., BURCKHALTER, J. H. Quimica farmacéutica. Rio de Janeiro: Gauanabara Koogan, (1988).

% VAUGHAN WILLIAMS, E. M. Classification of antiarrhythmic drugs. In Symposium on cardiac arrhythmias. Astra,
Elsinore, Denmark, (1970) p. 449-472.

7 VAUGHAN WILLIAMS, E. M. Antiarrhythmic drugs: Handbook of experimental pharmacology. Springer-Verlag, Berlin,
vol. 89 (1989).

Sl WALDO, A. L., WIT, A. L. Lancet, 341 (1993) p. 1189-1193.

“TRANG, H.P., DALE, M. M., RITTER, J. M. Farmacologia. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2001).
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a taxa maxima de despolarizacdo durante a fase 0. Sdo subdivididas em Ia, Ib e
Ic devido a diferengas funcionais, embora compartilhem o mesmo mecanismo

basico de acao.

Classe II: compreendem os antagonistas dos receptores B-adrenérgicos. A conducdo AV
depende fundamentalmente da atividade simpdtica, e o periodo refratario do

nddulo AV ¢ aumentado por drogas bloqueadoras dos receptores -adrenérgicos.

Classe III: é baseada no comportamento incomum de alguns farmacos, como a
amiodarona. Os componentes dessa classe apresentam atividade antiarritmica
caracteristica de outras classes, o que os incluem na categoria que tem como
acdo o prolongamento significativo do potencial de acdo cardiaca. O
mecanismo desse efeito ainda nio foi totalmente esclarecido, mas envolve o

bloqueio de alguns dos canais de potassio que atuam na repolarizagdo cardiaca.

Classe 1V: atuam ao bloquear os canais de calcio sensiveis a voltagem. As drogas da
classe IV diminuem a velocidade de condugdo nos nédulos SA e AV, onde a
propagacio do potencial de a¢do depende da corrente de Ca®* orientada para o
interior da célula, lentificando o musculo cardiaco e interrompendo as
taquicardias supraventriculares ao produzir bloqueio AV parcial. Reduzem a
fase de platé do potencial de agdo, bem como a for¢a de contragdo. A reducao
da entrada de calcio diminui a corrente transitoria para o interior da célula e,
portanto, reduz a pods-despolarizagdo, com conseqiiente supressdo dos

batimentos ectopicos prematuros.
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2.5 Estrutura quimica

Quimicamente, a amiodarona corresponde ao cloridrato de (2-Butil-3-benzofuranil)(4
— (2-(dietilamino)etoxi)3,5-diiodofenil)(metanona), conforme Figura 03.

FIGURA 03 — Estrutura quimica do cloridrato de amiodarona

O cloridrato de amiodarona encontra-se descrito no Merck Index, 1997 *°, com as
seguintes especificagoes:

Nomes genéricos: Cloridrato de amiodarona

Nomes comerciais: Amiodar®, Ancoron®, Angiodarona®, Atlansil®, Cordarex®,
Cordarone X®, Miocard®, Miodaron®, Ortacrone®, Ritmocardyl®,
Rythmarone® e Trangorex®.

Sigla: L-3428

Formula: Cy5sHy9IoNO3

Peso molecular: 645,32

Composicao elementar: C 46,53 %, H 4,53 %, 139,33 %, N 2,17%, O 7.44%

Categoria: Antiarritmico

5 THE MERCK INDEX, Merck, Rahway, 1997.
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2.6 Mecanismo de a¢do da amiodarona

A amiodarona apresenta estrutura quimica andloga a quinidina, o que explica os
efeitos cardiacos similares. Seu mecanismo de acgao resulta de sua ligacdo a membrana celular
miocardica e, também, a lipidios e lipoproteinas, por meio de seu atomo de nitrogénio
protonizado, o que causa um ou mais dos seguintes efeitos: repulsdo de cations, incluindo
sodio; espessamento da membrana por hidratacdo e quelagdo de ions calcio. Estas interagdes
corrigem o movimento patologico de ions no miocardio (reduzindo a entrada de sédio e a
saida de potassio através da membrana celular) produzindo efeitos antiarritmicos que estdo

correlacionados com o efeito anestésico local % *°.

' e R
N N~ ~— ‘ R
T

(uinidina procamamida lidocaina

FIGURA 04 - Semelhanca estrutural entre as moléculas de quinidina, procainamida e
lidocaina. Os antiarritmicos amiodarona e aprindina apresentam a mesma foérmula geral da
procainamida.

2.7 Atividade Antiarritmica da Amiodarona

A amiodarona possui amplo espectro de agdes sobre o coragdo. Trata-se de um
bloqueador muito eficaz dos canais de sodio, entretanto, diferentemente da quinidina, possui
baixa afinidade pelos canais ativados, combinando-se quase exclusivamente com canais no
estado inativado. Por conseguinte, a acdo bloqueadora do so6dio da amiodarona ¢ mais

pronunciada nos tecidos que apresentam potenciais de acdo longos, de agdo freqiientes ou

' DONOSO, E. Drugs in Cardiology, 2 parts, Thieme, Stuttgart (1975).
3% KOROLKOVAS, A., BURCKHALTER, J. H. Quimica Farmacéutica. Rio de Janeiro: Gauanabara Koogan, (1988).
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potenciais diastolicos menos negativos. Em concentracdes terapéuticas, a amiodarona,
também, aumenta acentuadamente a duracdo do potencial de acdo da fibra cardiaca. A
amiodarona mantém o aumento da dura¢do do potencial de acdo em freqiiéncias cardiacas
rapidas, isto €, carece dos efeitos indesejaveis de outras drogas que prolongam o potencial de
acdo. Essa ¢ provavelmente uma razao importante para a sua eficacia nas taquicardias. A
amiodarona ¢ um agente bloqueador fraco dos canais de calcio, bem como um inibidor nao-
competitivo dos receptores beta-adrenérgicos. Foi também constatado que o farmaco atua
como potente inibidor da automaticidade anormal. A indu¢do de novas arritmias ventriculares
ou o agravamento de arritmias preexistentes, raramente ocorrem durante a terapia com
amiodarona. A amiodarona também exerce efeitos antianginosos. Isso pode decorrer de suas
propriedades bloqueadoras ndo competitivas dos receptores alfa e beta-adrenérgicos, bem

) : s , : 61,
como de sua capacidade aparente de bloquear o influxo de célcio no musculo liso vascular
26

A amiodarona possui acdes antiadrenérgicas, antiarritmicas e antianginosas.
Caracteriza-se por prolongar a dura¢do do potencial de agdo, com pouco efeito sobre a fase 0,
atuando no miocardio atrial e ventricular, também retardando o tempo de recuperacdo do no
sinusal e deprimindo a condugdo no né AV. Todo o sistema de condugdo se torna mais
refratario, inclusive as vias acessorias. Seus efeitos hemodinamicos incluem bradicardia e
reducdo da resisténcia vascular coronariana e periférica, além de aumento do débito cardiaco.
O inicio da agdo da amiodarona ocorre, em geral, apos o quinto dia do uso didrio de dose de
400 a 600 miligramas via oral. Sendo a administracdo suspensa, sua eliminagdo ¢ lenta e
aleatdria, sendo influenciada pela dose e pelo tempo de uso, podendo essa agao persistir até 30
dias ou mais. Durante sua metabolizacdo, o farmaco elimina iodo, o qual ¢ rapidamente
excretado. A parte restante da molécula é metabolizada, principalmente, no figado, gerando a
desetilamiodarona, que ¢ dotada de efeitos similares. O uso endovenoso da amiodarona
permite um inicio mais rapido de sua atividade. Sendo administrada em periodo de 5 minutos,

~ , . . ;. . .1,
sua agdo pode ocorrer em até 15 minutos, com o desaparecimento rapido da sintomatologia
50

' WALDO, A. L., WIT, A. L. Lancet, 341 (1993) p. 1189-1193

% KATZUNG, B. G. Farmacologia Bésica e Clinica. 8 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2003).
" ALMEIDA, E. C., GUIMARAES, A. C., MAGUIRE, J. H. Tropical Cardiology, 9 (1983) p. 65-71.

% SILVA, P. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2002).
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A amiodarona ¢ um farmaco unico pelo fato de somar sua atividade sobre o potencial
de acdo da fibra cardiaca, a inducdo do relaxamento da musculatura lisa arterial e a agao
frenadora sobre os alfa e beta-receptores. E capaz de suprimir arritmias, aumentar o fluxo
sanguineo coronariano e reduzir o consumo miocardiaco de oxigénio. Nas doses

recomendadas nao altera a contratilidade miocardica e nao ¢ hipotensora %

A amiodarona ¢, predominantemente, um antiarritmico de Classe III, mas possui
efeitos das classes I, Il e IV. Em 1977 foi descrita como agente antiarritmico ideal. Porém,
havia um menosprezo clinico em relagdo a sua absorcao varidvel, a resposta inicial a dosagem
de ataque e a sua longa meia-vida. Assim, o emprego do farmaco comecou, gradualmente, a
perder importancia frente a sua toxicidade. Em 1990, com mudangas no esquema terapéutico
e maior controle nas doses de manutencao, os efeitos adversos diminuiram e a amiodarona
ressurgiu como uma das poucas substancias medicamentosas efetivas na prevengdo e

~ Lo 44
supressao de arritmias .

A amiodarona ¢ o principal farmaco antiarritmico. As agdes eletrofisiologicas da
amiodarona sdo complexas e ndo completamente compreendidas. Geralmente ¢ classificada
como um agente da Classe III, segundo Vaughan-Williams, ela prolonga a repolarizagdo por
inibi¢do de canais externos de potassio. Comparada com muitas outras drogas antiarritmicas,
amiodarona causa poucos efeitos cardiovasculares adversos, porém, sua tolerancia global esta

limitada através de sua consideravel toxicidade nio-cardiaca *.

2.8 Caracteristicas farmacocinéticas

E disponivel, na forma de cloridrato, para uso oral e parenteral. Sua concentragao

terapéutica situa-se entre 1 a 2,5 pg/ml, sua taxa de absor¢@o gastrointestinal oscila em 50 % e

seu pico plasmatico ocorre 3 a 7 horas apds a administracio de dose oral Gnica *°.

33 MASON, J.W., New England Journal of Medicine, (1987) p. 316-455.

* POLLAK, P. T. Pharmacotherapy, 18 (1998) p. 121-126.

* AUER, I., BERENT, R., EBER, B. Current Opinion in Investigational Drugs, 3 (2002) p. 1037-1044.
3> MASON, J.W. New England Journal of Medicine, (1987) p. 316-455.
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A amiodarona sofre um processo cumulativo gradual nos tecidos, especialmente no
adiposo e no miocardio, de onde s6 se libera lentamente. Isto tem dificultado a abordagem de
parametros farmacocinéticos. A supressdo da arritmia fica evidente apds o quinto dia de uso
oral, diario de 400 a 600 mg .

A administracdo da amiodarona ¢ realizada por meio das vias endovenosa e oral.

* Quando a via endovenosa ¢ empregada, sdo preconizados dois métodos:
a) método direto, com administragdo da dose de 5 mg/kg de peso, que ocasionard agdo
terapéutica em até 15 minutos, com duragdo de agao por tempo limitado.

b) método prolongado, quando se deseja que a manutengdo dos efeitos seja prolongada por

tempo maior, pode-se empregar a amiodarona diluida em sangue ou solucdo fisiologica na
concentragdo de 5 %, com aplicacdo na razdo de 0,5 a 1 mg/minuto. Os dois métodos podem

ser associados, sendo indicados para a obtencao de efeitos rapidos e duradouros.

Entre os efeitos colaterais relatados a principal reacdo secunddria descrita ¢ a presenga
de ondas de calor. O paciente deve ser observado, principalmente, em relagdo a ocorréncia de
bradicardia e hipotenséo arterial **.

* Quando a via oral é empregada:

As doses iniciais devem variar de 600 a 1.000 mg/dia, durante aproximadamente 10 dias e
ap6s a dose deve ser reduzida para que se mantenha a eficacia obtida, em geral, a dose de
manuten¢do ¢ de 200 a 400 mg/dia. Recomenda-se descanso de dois dias na semana ou uma
semana por més, a fim de se evitar o excesso de impregnacdo. Em condigdes criticas
administra-se dose de ataque de 2 g, com reducdo diaria gradativa para a dose de manutengao
durante a primeira semana. Este tratamento preconiza a supressao de episodios de taquicardia

ventricular grave ja no segundo dia de tratamento " 21,50

3 SILVA, P. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2002).

“ POLLAK, P. T. Pharmacotherapy, 18 (1998) p. 121-126.

" ALMEIDA, E. C., GUIMARAES, A. C., MAGUIRE, J. H. Tropical Cardiology, 9 (1983) p. 65-71.

>l HONDEGHEN, L. M., MASON, J. W. In KATZUNG, B. G. Basic and Clinical Pharmacology. 5 edition. Appleton and
Lange, Connecticut, (1992) p. 190-210.

% SILVA, P. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2002).
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A amiodarona possui uma meia-vida extremamente longa (13-103 dias), com
concentragdo plasmatica efetiva de 1-2 pg/ml, enquanto a concentragdo no tecido cardiaco ¢
quase 30 vezes maior. Mesmo com o uso de grandes doses de ataque, sdo necessarios 15 — 30
dias para suprir as reservas corporais com o firmaco em concentragdo suficiente para estimar
sua eficacia. Devido a sua longa meia-vida, ¢ aconselhavel a administracdo de uma unica dose
diaria. Ocorrendo toxicidade, ela pode persistir por muito tempo apoés a interrup¢ao do

, 22
farmaco ““.

2.9 Toxicidade

A dose letal média da amiodarona, por via endovenosa, ¢ 10 vezes superior a dose
terap€utica, e praticamente inexiste quando por via oral, o que a torna um farmaco bastante
seguro. A amiodarona concentra-se nos tecidos e pode ser encontrada em praticamente todos
os orgdos. Sua deposicdo ¢ mais facilmente encontrada na cérnea, onde aparecem como
micro-cristais castanhos amarelados dentro de poucas semanas apds o inicio da terapia. Esses
depositos na cornea podem causar halos ocasionais nos campos visuais periféricos, mais

. N g 44
proeminentes a noite .

Os depdsitos cutaneos resultam em fotodermatite em aproximadamente 25 % dos

pacientes, devendo os mesmos evitar exposi¢do ao sol. Em menos de 5 % dos casos verifica-

: . N A . 22, 38
se o desenvolvimento de pigmentagdo cutanea azul-acinzentada “ .

22 HONDEGHEN, L. M. Cardiovascular Research, 45 (2000) p. 57-60.

“ POLLAK, P. T. Pharmacotherapy, 18 (1998) p. 121-126.

2 HONDEGHEN, L. M. Cardiovascular Research, 45 (2000) p. 57-60.

¥ NOBLE, J. P., LAMBERT, D., JUSTRABO, E. et al. Annales de Dermatologie et de Syphiligraphie, 102 (1975) p. 277-
286.
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Ha o desenvolvimento de hipotireoidismo em menos de 5 % dos pacientes devido a
um bloqueio na conversdo periférica de T4 em T3, ou hipertireoidismo, de acordo com a

sensibilidade ao iodo extra 2% 2,

As interagdes farmacologicas sdo muito comuns. A amiodarona reduz a depuragdo da
varfarina, da teofilina, da quinidina, da procainamida, da flecainida, entre outras 2% A
amiodarona com freqiiéncia pode induzir anormalidades da fung¢do sinusal e bloqueios AV de
graus acentuados em pacientes ja com predisposi¢do, de modo a requerer atengdo especial e
eventualmente ser necessario o emprego de marca-passo artificial para a continuidade do

tratamento °°.

A molécula de amiodarona contém 2 atomos de iodo, o que compreende 37 % de seu
peso molecular e possui estrutura quimica analoga ao horménio tireoidiano *“ ?’. Os efeitos
cardiacos da amiodarona sdo similares, em muitos aspectos, aos sintomas causados pelo
hipotireoidismo >2 Isto ocorre em decorréncia da inibi¢do causada pela amiodarona e por seu

metabolito — desetilamiodarona -, na conversdo do T4 em T3 51,65

2.10 Determinagéo quantitativa

A literatura cientifica relata um numero maior de publicacdes em referéncia a
quantificagdo do cloridrato de amiodarona em fluidos organicos, do que em formas

farmacéuticas.

2 HONDEGHEN, L. M., MASON, J. W. In KATZUNG, B. G. Basic and Clinical Pharmacology. 5 edition. Appleton and
Lange, Connecticut, (1992) p. 190-210.

2 WEIR, S. J., UEDA, C. T. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 246 (1998) p. 1026-1032.

2 KATZUNG, B. G. Farmacologia Basica e Clinica. 8 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., (2003).

3> MASON, J.W. New England Journal of Medicine, (1987) p. 316-455.

I SINGH, B. N., NADEMANEE, K. American Heart Journal, (1983) p. 857-868.

7 KENNEDY, R. L., GRIFFITHS, H., GRAY, T. A. Clinical Chemistry, (1989) p. 1882-1887.

52 SINGH, B., VENKATESH, N., NADEMANEE, K. et al. Progress in Cardiovascular Diseases, (1989) p. 249-280.

I SINGH, B. N., NADEMANEE, K. American Heart Journal, (1983) p. 857-868.

% YIN,Y., VASSY, R., NICOLAS, P. et al. European Journal of Pharmacology, (1994) p. 97-104.
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A Tabela 02 relata as publicacdes em que se determinou a amiodarona em fluidos

biologicos:

TABELA 02 — Publicagdes que relatam a determinacdo de amiodarona em fluidos bioldgicos.

Autor e Ano de Publicagio M¢étodo Material Biologico
FLANAGAN et a.l., 1980 ™ HPLC Plasma e soro
PLOMP et al., 1983 43 HPLC Plasma e urina
FAILLER et al., 1985 *2 HPLC Plasma
XIA etal., 1986 * CCD Soro
ARRANZ & MORO, 1989 3 HPLC Soro
MAMOLO et al, 1992 * HPLC Plasma
ZAPATA et al., 2000 ¢ HPLC Soro
HA etal., 2001 *' HPLC Plasma
KOLLROSER & SCHOBER, 2001 % HPLC Plasma

Foram encontradas as seguintes publicagdes relatando a determinacdo quantitativa da

amiodarona em especialidades farmacéuticas.

1 - Em 1988, PIETRA et al. 42 determinaram, quantitativamente, o cloridrato de amiodarona
em formulagdes farmacéuticas empregando espectrofotometria no UV e cromatografia liquida

de alta eficiéncia acoplada a detector UV.

2 - Em 1994, GUMIENICZEK et al. ** determinaram amostras de comprimidos de cloridrato

de amiodarona e a presenga desta substancia no plasma, por meio de cromatografia liquida de

" FLANAGAN, R. ., STOREY, G. C. A., HOLT, D. W. Journal of Chromatography, 187 (1980) p. 391-398.
“ PLOMP, T. A., ENGELS, M, DE MEDINA, E. O. R. et al. Journal of Chromatography, 273 (1983) p. 379-392.
2 FAILLER, J. M., FARINOTTL R., DAUPHIN, A. Journal de Pharmacie Clinique, 4 (1985) p. 415-421.

84 XIA, S. H., YUAN, Y. S., LI, L. et al. Chinese Journal of Hospital Pharmacy, 6 (1986) p. 433-436.

3 ARRANZ, M. I, MORO, C. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 7 (1989) p. 1909-1914.

3 MAMOLO, M. G., VIO, L., FURLAN, G. Il Farmaco, 47 (1992) p. 1067-1080.

7 ZAPATA, V., VALENCIA, M., BIDER, A. et al. Acta Cientifica Venezolana, 51 (2000) p. 53-60.

7HA, H. R., KOZLIK, P., STIEGER, B. et al. Journal of Chromatography B, 15 (2001) p. 309-324.

» KOLLROSER, M., SCHOBER, C. Journal of Chromatography B, 766 (2002) p. 219-226.

“ PIETRA, A. M., CAVRINI, V., GATTI, R. et al. Pharmaceutical Research, 5 (1988).

! GUMIENICZEK, A., MISZTAL, G., PRZYBOROWSKI, L. Acta Polonica Pharmaceutica, 51 (1994).
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alta eficiéncia acoplada a um detector UV, com o emprego de coluna Cig e deteccdo no

comprimento de onda de 254 nm.

3 — VIO & MAMOLO, em 1988 59, determinaram, quantitativamente, o cloridrato de
amiodarona em comprimidos e capsulas utilizando CLAE, com emprego de coluna C;s e

deteccdo no comprimento de onda de 240 nm.

4 — A utilizagdo do método potenciométrico para a determinacdo quantitativa da amiodarona
nas formas de comprimidos e injetaveis foi proposto por RALUCA et al, em 1996 *° ¢

KRAMER et al, em 1998 3,

5 — A FARMACOPEIA EUROPEIA, em sua 4° Edigio !, preconiza a volumetria
potenciométrica em meio aquoso para a determinagao da amiodarona sob a forma de matéria-

prima.

6 — A FARMACOPEIA BRITANICA, em sua 5 Edicao 8, recomenda a volumetria
potenciométrica em meio aquoso para a determinagdo da amiodarona sob a forma de matéria-

prima.

Y VIO, L., MAMOLO, M. G. Il Farmaco, 43 (1988) p. 365-372.

4 RALUCA, L. S., HASSAN, Y. A., BAIULESCU, G. Sensors and Actuators B: Chemical, 37 (1996) p. 141-144.

3 KRAMER, S. D., GAUTIER, J. C., SAUDEMON, P. Pharmaceutical Research, 15 (1998) p. 1310-1313.

' EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4. ed. Council of Europe, Strasbourg, 2004.

§ BRITISH PHARMACOPOEIA 2001 CD-ROM, Version 5.0, may 2001, Data © Crow Copyright 2001, Index + © System
Simulation Ltd, The Stationery Office Ltd.
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2.11 Validacao de métodos quantitativos

Os métodos analiticos utilizados nas determinagdes qualitativas e quantitativas, desde
a matéria-prima até as especialidades farmacéuticas, incluindo todas as fases do
desenvolvimento do farmaco, desde a pesquisa até o controle de qualidade, devem ser

devidamente validados 3.

A validagdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro,

conforme a USP 27 (2004) *°.

A valida¢do de métodos representa apenas uma parte do processo total que abrange,
também, outros aspectos diferentes, sendo cada um deles critico para o resultado adequado da
analise: validacdo de software, validagdo e qualificagdo de hardware (instrumentagdo) e

adequacao do sistema a validagao do método 53

Diversas diretrizes de orientagdo sobre validacdo de procedimentos analiticos

23, 56

encontram-se, atualmente, disponiveis e contém os principais parametros da performance

analitica a serem avaliados no estudo de um método, principalmente:

1- Exatidao: representa a concordancia entre os valores obtidos e o valor verdadeiro ou mais
provavel para uma analise, utilizando-se um método especifico. A exatiddo ¢ expressa,
geralmente, em termos de percentagem de recuperagao, realizada pela adigao de quantidades
conhecidas do material referencial na amostra analisada. Para o ensaio de farmacos, a medida
da exatiddo ¢ obtida pela comparagdo dos resultados obtidos com a analise de uma substancia
padrao de referéncia ou através da comparagdo com um segundo método. Para a quantificagdo

de impurezas, a exatidao ¢ determinada através da analise de amostras (farmacos ou produtos)

3 SWARTZ, M. E., KRULL, I. S. Analytical Letters, 32, 6 (1999) p. 1067-1080.

% THE UNITED STATES PHARMACOPEIA 27 ™ Revision 2004, The United States Pharmacopeial Convention Inc.,
Rockville, MD.

3 SWARTZ, M. E., KRULL, 1. S. Analytical Letters, 32, 6 (1999) p. 1067-1080.

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human
Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24-26.

% THE UNITED STATES PHARMACOPEIA 27 ™ Revision 2004, The United States Pharmacopeial Convention Inc.,
Rockville, MD.
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contendo quantidades conhecidas de impurezas.

2- Precisdo: representa a concordancia entre os resultados dos testes individuais quando o
procedimento ¢ aplicado repetidamente a multiplas aliquotas de uma mesma amostra
homogénea. Normalmente ¢ expressa pelo desvio padrio relativo e/ou coeficiente de variacao
percentual (CV %). A precisdo pode ser avaliada em trés niveis: repetibilidade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade. A repetibilidade expressa a precisdo através de varias
reproducdes de um método, nas mesmas condi¢des operacionais, em curto intervalo de tempo.
Também pode ser denominada precisdo intra-ensaio. A precisdo intermedidria expressa o
efeito das variagdes dentro do laboratorio em diferentes dias, com diferentes analistas ¢ em
diferentes equipamentos. A reprodutibilidade expressa os efeitos das variagdes entre

laboratorios em diferentes dias, com diferentes analistas e em diferentes equipamentos.

3- Linearidade: corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentra¢do da substincia ativa na amostra, dentro de determinada variagao.
A lincaridade estd normalmente relacionada com a variacdo da inclinacdo da linha de
regressdo. A partir da curva de calibragdo obtida, determina-se a equagdo de regressao linear,

o coeficiente de correlacdo e o coeficiente de variagdo percentual (CV %).

4- Especificidade: ¢ a capacidade de um método analitico em atribuir valor quantitativo
inequivoco a substancia a ser analisada, na presen¢a de componentes de uma formulagdo, que
poderiam interferir com a sua determinacdo numa mistura complexa. Esses interferentes sao
representados por impurezas, excipientes ou produtos de degradagdo. As amostras utilizadas
no desenvolvimento e validacdo do método sdo obtidas através de condi¢des de estresse do

farmaco, empregando-se hidrolise 4acida ou bésica, temperatura, fotolise e oxidagao.

5- Robustez: corresponde a capacidade de um método de ndo ser afetado por uma pequena e
deliberada modificacdo em seus parametros, tais como composi¢do organica da fase movel,

pH, for¢a idnica ou temperatura.

6- Limite de quantificagdo: representa a mais baixa concentra¢do da substancia analisada em

uma amostra que pode ser detectada com um certo limite de confiabilidade, sob as condi¢des
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experimentais estabelecidas, ou seja, precisamente e exatamente determinadas.

7- Limite de deteccdo: ¢ a menor concentracdo da substancia em analise que pode ser
detectada pelo método analitico, mas ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢des

experimentais estabelecidas.

Tanto a USP 27 (2004) % como o ICH (1996) 28 admitem que ndo existe necessidade
de avaliar todos os parametros de performance analitica. O método escolhido e seu respectivo

. . n . . 4
uso determinam quais pardmetros devem ser investigados >*.

% THE UNITED STATES PHARMACOPEIA 27 ™ Revision 2004, The United States Pharmacopeial Convention Inc.,
Rockville, MD.

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human
Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24-26.

% SWARTZ, M. E.; KRULL, I. S. Pharmaceutical Technology, v. 2, n. 3 (1998) p. 12-20.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Substéancia Quimica de Referéncia

Utilizou-se como substancia quimica de referéncia para identificacdo o cloridrato de
amiodarona produzido pela Farmacopéia Européia, divisdo da European Directorate for

Quality of Medicines (EDQM), tendo por coédigo A0575000, lote 2.

3.1.2 Matéria-prima

Cloridrato de amiodarona, produzido pela industria Libbs Farmacéutica, identificado
pelo lote de nimero 3.260.3/0, com data de fabricagdo de 06/2003, com prazo de validade de

5 anos a partir da data de fabricagao.

3.1.3 Solventes e reagentes

e Acido acético glacial (Merck)
e Acetato mercurico (Merck)

e Acido perclorico (Merck)

e Metanol (J.T.Baker)

e Acido formico (Merck)

e C(Cloreto de metileno (Vetec)

e Peroxido de hidrogénio (Merck)
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e Acido tartarico (Merck)

e Subnitrato de bismuto (Synth)

e Jodeto de potéssio (Merck)

e Hidréxido de amdneo (Synth — ACS)

e Solucao tampao biftalato de potassio 0,05 M-pH 4,0 (Merck)
e Solucao tampao fosfato de sddio e potassio-pH 7,0 (Merck)
e Acido cloridrico (Merck)

e Hidroxido de so6dio (Merck)

e Etanol (Merck)

3.1.4 Equipamentos e acessorios

e Balanga analitica SARTORIUS precisao 0,0001g

e Espectrofotometro IV Shimadzu DR 8001FTIR 8101
e Cromatoplaca AL silica gel 60 GF ;54 (Merck)

e Cuba cromatografica

e Espectrofotdmetro UV-Vis SPECTRONIC GENESYS 2
e Membrana filtrante 0,45 uM (Millipore)

e Membrana de acetato de celulose

e Medidor digital de ponto de fusaio POLAX/WRS-1

e Papel filtro quantitativo 80 g/m* SARTORIUS

e Potencidmetro digital METTLER — modelo Delta 340
e Software Microcal Origin 5.0. 1997

e Software estatistico SAS

e Integrador Shimadzu C-R6A

e Detector Shimadzu SPD-10*

e Bomba Merck Hitachi L-6200?

e Coluna Supelcosil C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm)

e Pré-coluna Supelcoguard LC-18 (20 x 2 mm, 5 pm)
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3.2 Metodologia

3.2.1 Andlises fisico-quimicas

3.2.1.1 Determinacéo do pH

Para a determinagdo do pH, dissolveu-se 1,25 g da amostra de cloridrato de
amiodarona em agua destilada isenta de dioxido de carbono, aquecida a 80 °C. Resfriou-se a

25 °C e completou-se o volume para 25 ml com o mesmo diluente.

Determinou-se o pH com auxilio de potencidmetro previamente aferido, com solugdes
tampdes de padronizagdo, dotadas de pH 4,0 e 7,0, respectivamente: biftalato de potassio 0,05
M em 4gua e fosfato equimolar 0,05 M (3,53 g de fosfato acido de sédio e 3,39 g de fosfato

acido de potassio em 1000 ml de agua).

3.2.1.2 Testes de caracterizacdo da substancia quimica de referéncia e matéria-prima

Com o objetivo de caracterizar a substincia utilizada como amostra realizaram-se
analises espectroscopicas na regido do infravermelho e ultravioleta e a determinacdo da faixa

de fusdo.

3.2.1.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho de cloridrato de amiodarona foi
obtido em espectrofotdometro IV Shimadzu DR 8001FTIR 8101, com pastilha contendo 1,5
mg da amostra, em 150 mg de brometo de potéssio. Os espectros foram observados na faixa

de 4600 cm™ a 400 cm™.
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3.2.1.2.2 Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Com a finalidade de identificar, caracterizar e determinar o comprimento de onda de
absor¢do maxima da substancia foram obtidos espectros de absor¢ao na regido de 200 — 400
nm, utilizando metanol como solvente. Empregaram-se solugdes na concentragdo de

0,0002%.

3.2.1.2.3 Determinacéo da faixa de fuséo

Para determinacdo da faixa de fusdo utilizou-se a quantidade de 10 mg do cloridrato de
amiodarona matéria-prima. Efetuaram-se trés determinagdes da amostra, sendo a faixa de

fusdo determinada em (°C).

3.2.1.2.4 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a identificacdo e determinagdo qualitativa das impurezas presentes na matéria-
prima foi empregado o método de cromatografia em camada delgada e foram utilizadas

substancias quimicas de referéncia.

Para a identificacdo de cloridrato de amiodarona em CCD, utilizaram-se placas de
silica gel GF;s4, com espessura de 0,25 mm e como fase moével, adcido formico, metanol e
cloreto de metileno (5:10:85) (V/V). Aplicaram-se 5 pl de cada uma das solu¢des amostra de
cloridrato de amiodarona matéria-prima, 5 pl da solug¢ao de cloridrato de amiodarona padrao e
5 ul da solug¢do padrao de Cloridrato de (2-cloroetil)dietilamina. Todas as solu¢des foram

diluidas com cloreto de metileno. O esquema de aplicagdo encontra-se descrito na Tabela 03.
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TABELA 03 — Descricao das solugdes utilizadas na CCD.

Solugoes Substancias Concentragdes
1 Cloridrato de amiodarona matéria-prima 100,0 mg/ml
2 Cloridrato de amiodarona matéria-prima 5,0 mg/ml
3 Cloridrato de amiodarona padrao 5,0 mg/ml
4 Cloridrato de amiodarona matéria-prima 0,5 mg/ml
5 Cloridrato de amiodarona matéria-prima 0,25 mg/ml
6 Cloridrato de (2-cloroetil)dietilamina 0,2 mg/ml

Transferiu-se a placa para cuba cromatografica e permitiu-se o desenvolvimento do
cromatograma até atingir 15 cm acima do ponto de aplicacdo. Apos a retirada da placa e
subseqliente exposi¢do ao ar para secagem, as manchas foram visualizadas com auxilio de luz
ultravioleta a 254 nm. Determinaram-se os valores do fator de retengdo (Rf) para as solucao
de nimero 1 a 5.

A placa foi nebulizada com solu¢do de iodobismutato de potassio e, em seguida, com
solucdo de peroxido de hidrogénio 3 % (p/V), examinando-se imediatamente. Determinou-se
a presenca de mancha correspondente ao cloridrato de (2-cloroetil)dietilamina.

A solucao de iodobismutato de potéssio foi obtida pela dissolucao de 16,6 g de acido
tartarico e 1,41 g de subnitrato de bismuto em 67 ml de dgua destilada, completando-se o

volume para 100 ml com solu¢do de iodeto de potassio 40 % (p/V).
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3.2.2 Andlise quantitativa

Para a andlise quantitativa do cloridrato de amiodarona foram comparados os métodos
de espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta, titulagdo em meio ndo aquoso,

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e titulacdo em meio aquoso.

3.2.2.1 Espectrofotometria de absor¢éo no ultravioleta

Para a determinacdo de cloridrato de amiodarona matéria-prima empregando-se

método espectrofotométrico, utilizou-se metanol como solvente e detecgdo no comprimento

de onda de 242 nm.

3.2.2.1.1 Construcéo da curva de Ringbom

Para a analise de cloridrato de amiodarona matéria-prima, empregando-se
espectrofotometria no ultravioleta, determinou-se a faixa ideal de concentragdo, através da
construgio da curva de Ringbom & . para a qual foram utilizadas diferentes concentragdes do

padrdo de cloridrato de amiodarona.
Preparou-se a solucao padrao, conforme procedimento descrito a seguir:

Pesaram-se, exatamente, cerca de 50 mg de cloridrato de amiodarona, transferiu-se
para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com metanol. Procederam-se
diluicdes sucessivas, utilizando o mesmo solvente, até a concentragao final de 50 ug/ml.

Transferiram-se, através de bureta calibrada, os volumes necessarios para baldes
volumétricos, de modo a obter concentracdes que variam de 1,0 pg/ml a 20,0 pg/ml de

cloridrato de amiodarona.

8 BITTENCOURT, C. F. Cloridrato de DL-homocisteina-tiolactona analises eletroforética e espectrofotométrica. Faculdade
de Farmacia e Bioquimica da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria: UFSM, 1967. Tese (Doutorado).

® CARDOSO, S. G. Contribuigio ao controle de qualidade de comprimidos de cloridrato de buspirona. Curso de Pos-
graduag@o em Farmacia, Porto Alegre: UFRGS 1995. Dissertagdo (Mestrado).
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TABELA 04 - Volumes e concentracoes de cloridrato de amiodarona utilizados na construgao

da curva de Ringbom.

Baldes Solugdo de cloridrato de Metanol Concentracao
X ml amiodarona 50 pg/ml (ml) expressa
(ml) pug/ml
01 0,5 24,5 1,0
02 1,0 24,0 2,0
03 1,5 23,5 3,0
04 2,0 23,0 4,0
05 2,5 22,5 5,0
06 3,0 22,0 6,0
07 3,5 21,5 7,0
08 4,0 21,0 8,0
09 4,5 20,5 9,0
10 5,0 20,0 10,0
11 5,5 19,5 11,0
12 6,0 19,0 12,0
13 6,5 18,5 13,0
14 7,0 18,0 14,0
15 7,5 17,5 15,0
16 8,0 17,0 16,0
17 8,5 16,5 17,0
18 9,0 16,0 18,0
19 9,5 15,5 19,0
20 10,0 15,0 20,0

Completou-se o volume com metanol e procedeu-se a leitura das absorbancias em

cubetas de quartzo de 1 cm, em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 242 nm.

3.2.2.1.2 Preparo da curva padrao

Pesou-se, analiticamente, 25 mg de cloridrato de amiodarona e transferiu-se para balao
volumétrico de 25 ml. Completou-se o volume com metanol de modo a obter concentragdo de
1 mg/ml de cloridrato de amiodarona. A partir dessa solugdo, retirou-se uma aliquota de 4 ml
e transferiu-se para balao de 200 ml. Completou-se o volume com o mesmo solvente de modo
a obter uma concentragdo de 0,02 mg/ml.

A partir desta solugdo, preparou-se a curva padrao de acordo com a Tabela 05.
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TABELA 05 - Volumes e concentracoes de cloridrato de amiodarona utilizados na construgao

da curva padrao.

Balao Cloridrato de Metanol Concentragao
(ml) amiodarona (ml) expressa
(ml) (ug/ml)
1 10 40 4,0
2 15 35 6,0
3 20 30 8,0
4 25 25 10,0
5 30 20 12,0
Branco - 50

A equacdo da reta, para a representagdo grafica da curva padrdo, foi avaliada através

de estudo de regressao linear. Determinou-se a validade através da analise de variancia.

3.2.2.1.3 Execucao do ensaio

Para a determinacdo quantitativa do fidrmaco em estudo, empregando a
espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta, dissolveram-se 50 mg do cloridrato de
amiodarona matéria-prima em metanol, completando-se o volume de 100 ml com o mesmo
solvente. Retirou-se, desta solugdo, aliquota de 0,4 ml e transferiu-se para baldao de 25 ml e
completou-se o volume com metanol, obtendo-se solu¢do na concentragao de 0,008 mg/ml.

A solugao do cloridrato de amiodarona padrdo foi preparada na mesma concentragdo
utilizando o mesmo solvente. As absorbancias das solugdes resultantes foram medidas no

comprimento de onda de 242 nm usando metanol para o ajuste do zero.
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Célculo para a quantificagao

A, =C, (AJA))

Onde:
A, = absorbancia do cloridrato de amiodarona matéria-prima
Ay, = absorbancia do cloridrato de amiodarona padrao

C, = concentragdo do cloridrato de amiodarona padrao

3.2.2.1.4 Teste de recuperacao

Este procedimento tem por finalidade determinar a exatiddo do método por meio da

- : . ~ 23,2
adi¢io de quantidades conhecidas do padrdo & amostra 2* 2°,

TABELA 06 - Preparo das solucdes utilizadas para o teste de recuperagdo do cloridrato de

amiodarona, matéria-prima, utilizando espectrofotometria no UV.

Volume sol. amostra Volume sol. padrao do Concentracao
0,04 mg/ml cloridrato de amiodarona final
(ml) 0,02 mg/ml (pg/ml)*
(ml)
A 5,0 - 4,0
R, 5,0 5 6,0
R, 5,0 10 8,0
Rj 5,0 15 10,0
P - 20 12,0

* Cada concentracdo foi preparada em triplicata.

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human
Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.

2 AOAC. Association of Official Analytical Chemists. Official Methods of Analysis. 15. ed. Arlington, v. 1, (1990) p. xvii.

% THE UNITED STATES PHARMACOPEIA 27 ™ Revision 2004, The United States Pharmacopeial Convention Inc.,
Rockville, MD.
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3.2.2.1.5 Precisao do método

Avaliou-se a precisdo do método através do coeficiente de variagcdo porcentual obtido,
na determinacdo da matéria-prima cloridrato de amiodarona, nos ensaios de repetibilidade (n
= 15) e precisdo intermediaria em diferentes dias (n = 2) e diferentes analistas (n = 2).

Para a determinacdo da precisdo do método, empregando a espectrofotometria de
absor¢cdo no ultravioleta, dissolveu-se 50 mg cloridrato de amiodarona matéria-prima em
metanol, completando-se o volume de 100 ml com o mesmo solvente. Retirou-se, desta
solugdo, aliquota de 0,4 ml e transferiu-se para baldo de 25 ml, completou-se o volume com
metanol, obtendo-se solucao a 0,008 mg/ml.

A solugdo de cloridrato de amiodarona padrao foi preparada na mesma concentragao,
utilizando o mesmo solvente. As absorbancias das solugdes resultantes foram medidas no

comprimento de onda de 242 nm, usando metanol para o ajuste do zero.

3.2.2.1.6 Limite de detecgdo

Calculou-se o limite de deteccao (LD) a partir da formula preconizada pelo ICH
(1996) &, empregando-se os valores do desvio padrdo da resposta e da inclinagdo da curva de
calibrac¢do do padrao de referéncia.

O calculo para encontrar-se o LD foi realizado segundo a equagao:

Onde,
o = desvio padrao do intercepto da curva de calibragdo

IC = inclinagdo da curva de calibracao

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human

Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.
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3.2.2.1.7 Limite de quantificacao

Calculou-se o limite de quantificagdo (LQ) a partir da féormula preconizada pelo ICH
(1996) %, empregando-se os valores do desvio padrio da resposta e da inclinagio da curva de
calibragdo do padrao de referéncia.

O calculo para encontrar-se o LQ foi realizado segundo a equacgao:

10 o
LOQ=——
Q IC

Onde,
o = desvio padrdo do intercepto da curva de calibracao

IC = inclinagdo da curva de calibracao

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human

Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.
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3.2.2.2 Titulagdo em meio ndo-aquoso

A titulagdo potenciométrica em meio ndo-aquoso ¢ um método rapido e exato na
quantificagio de bases ou acidas demasiadamente fracas ',
3.2.2.2.1 Padronizac¢do do método utilizando titulacdo em meio ndo-aquoso

Para a determinagdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima, com o emprego de

titulagdo em meio ndo-aquoso, utilizaram-se os parametros descritos na Tabela 07.

TABELA 07 — Condigdes utilizadas na determinacdo do cloridrato de amiodarona matéria-

prima, por titulagdo em meio nao-aquoso.

Solvente Mistura de 40 ml de acido acético glacial e 10 ml de
acetato mercurico a 5% (p/V)

Titulante Acido perclorico 0,1 M em 4cido acético glacial

Eletrodo Vidro-calomelano

3.2.2.2.2 Obtencéo da curva de calibragao

Para a construcdo da curva de calibracdo empregando a titulagdo em meio ndo-aquoso
optou-se por pesagem direta do cloridrato de amiodarona substancia quimica de referéncia
para cada ponto da curva. Na Tabela 08, encontram-se as pesagens e as concentragdes finais

do cloridrato de amiodarona empregadas na curva de calibragao.

3 FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4. ed. Sdo Paulo, Atheneu, Parte 1, 1988.
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TABELA 08 — Curva de calibracdo utilizada para determinacao do cloridrato de amiodarona

por meio de titulagdo em meio ndo-aquoso.

Cloridrato de Solvente (40 ml de acido acético glacial e Concentragdo
amiodarona 10 ml de acetato mercurico a 5% (p/V) (mg/ml)
(mg) em 4cido acético glacial)
(m)
1 125,0 50 2,50
2 187,5 50 3,75
3 250,0 50 5,00
4 312,5 50 6,25
5 375,0 50 7,50

3.2.2.2.3 Execucao do ensaio

Para a determinagdo quantitativa por titulacio em meio ndo-aquoso, dissolveu-se 0,5
gramas de cloridrato de amiodarona matéria-prima em mistura de 40 ml de 4cido acético
glacial e 10 ml de solucdo de acetato mercurico a 5% (p/V) em 4acido acético glacial. Como
titulante foi utilizado acido perclorico 0,1 M, preparado e padronizado conforme Farmacopéia
Brasileira 4* Edicdo **. Paralelamente, procedeu-se a titulacdo em branco. O ponto final da

titulagdo foi determinado através de exame da curva de titulagao.

3.2.2.2.4 Célculo para a quantificacao do cloridrato de amiodarona

Para a quantificac¢do do cloridrato de amiodarona matéria-prima, por titulagdo em meio
ndo-aquoso, deve-se avaliar a curva de titulagdo em relagdo a abrupta modificacdo do
potencial no grafico das leituras da forca eletromotriz (f.e.m.) contra o volume da solucao
titulante, que corresponde ao ponto de equivaléncia 0 ponto final da titulagdo foi
determinado através da primeira derivada, através do maximo verificado no ponto de inflexao
da curva de titulagdo, ou pela segunda derivada, quando o coeficiente angular da curva for um

maximo.

13 FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4. ed. Sdo Paulo, Atheneu, Parte I, 1988.
%9 VOGEL, A. I. Analise quimica quantitativa. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, (1992).
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Para o célculo quantitativo da substancia utilizou-se a seguinte formula:

mg de cloridrato de amiodarona = ( n— n-) mEq
p

Onde:

p = amostra de cloridrato de amiodarona em mg

n = acido perclorico gasto com cloridrato de amiodarona em ml
n = 4cido perclérico gasto com o branco em ml

mEq = miliequivalente de cloridrato de amiodarona

38
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3.2.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.2.2.3.1 Procedimentos preliminares

Foram encontradas na literatura poucas publicacdes utilizando CLAE para a
quantifica¢do do cloridrato de amiodarona em plasma e em formas farmacéuticas, bem como
para a determinacdo de impurezas. As fases mdveis mais utilizadas nesses trabalhos foram
avaliadas para estabelecer a fase movel mais adequada a metodologia proposta na presente

pesquisa.

TABELA 09 — Sistemas avaliados para a quantificagdo do cloridrato de amiodarona e suas

impurezas.
Coluna Detector Fase movel Referéncia
UV (nm)
Symmetry Ciz (150 254 nm  Acetonitrila:  0,1%  4cido Kollroser & Schober,
x 3,0 mm) formico (46:54, V/V) 2002%
MicroBondapak CN 242 nm Tampao fosfato de potassio 10 Zapata et al., 2000 o7
RP (3,9 x 150 mm) mM: metanol: acetonitrila

(40:37:23, V/V) pH 3,5.

3.2.2.3.2 Padronizacao do método utilizando coluna Supelcosil C18

Para a determina¢do do cloridrato de amiodarona matéria-prima, empregando a

cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizou-se os parametros descritos na Tabela 10.

% KOLLROSER, M., SCHOBER, C. Journal of Chromatography B, 766 (2002) p. 219-226.
57 ZAPATA, V., VALENCIA, M., BIDER, A. et al. Acta Cientifica Venezolana, 51 (2000) p. 53-60.
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TABELA 10 — Condi¢des cromatograficas utilizadas na determinacdo do cloridrato de

amiodarona matéria-prima, por CLAE utilizando coluna Supelcosil C18.

Fase movel metanol : hidroxido de amdneo 25% (98 : 2)
Coluna Supelcosil C18 (150 x 4,6 mm, 5 pum)
Comprimento de onda 242 nm
Vazdo 0.8 ml/min
Temperatura Ambiente
Volume de injegao 20 pl

A fase movel foi filtrada através de membrana com porosidade de 0,45 uM e 47 mm
de diametro, sob vacuo, e desgaseificada com gas hélio, durante 15 min. Estabilizou-se o
sistema, através da passagem da fase movel, por 30 min, com vazdo de 0,8 ml/min. Apos
estabilizagdo do sistema, foram injetados 20 pl das solugdes padrao de referéncia e amostras
previamente filtradas em membranas com porosidade de 0,45 uM e 47 mm de diametro. As

solucdes foram preparadas e injetadas em triplicatas.

3.2.2.3.2.1 Preparo da solucédo padrao

Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 10 mg de cloridrato de amiodarona padrio,
transferiu-se para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com metanol, de
modo a obter solucdo padrdo contendo 1 mg/ml. A partir desta solucdo, transferiu-se 1,0 ml
para baldo volumétrico de 10 ml obtendo-se concentragdo final de 0,1 mg/ml, utilizando
metanol como diluente. A partir da solugdo com 0,1 mg/ml, uma aliquota de 250 pl foi
transferida para balao volumétrico de 5,0 ml, completando-se o volume com metanol,

obtendo-se uma solu¢do com concentragdo de 5,0 pg/ml.

3.2.2.3.2.2 Preparo da solu¢cdo amostra

Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 10 mg do cloridrato de amiodarona matéria-
prima, transferiu-se para baldao volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com metanol,
de modo a obter solugdo contendo Img/ml. A partir desta solugdo, transferiu-se 1,0 ml para
baldo volumétrico de 10 ml obtendo-se concentracdo final de 0,1 mg/ml, utilizando metanol

como diluente. A partir da solu¢cdo com 0,1 mg/ml, uma aliquota de 250 pl foi transferida para
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baldo volumétrico de 5,0 ml, completando-se o volume com metanol, obtendo-se uma solugao

com concentragado teorica de 5,0 pg/ml.

3.2.2.3.2.3 Obtencao da curva de calibracéo

A partir da solu¢do padrdo do cloridrato de amiodarona com concentragdo de 0,1
mg/ml, preparou-se as diluigdes nas concentragdes de 2,5; 3,75; 5,0; 6,25 e 7,5 pg/ml,
utilizando metanol como diluente. Cada solugdo foi preparada em triplicata. Na Tabela 11,
encontram-se as diluigdes e as concentragdes finais do cloridrato de amiodarona empregadas

na curva de calibracao.

TABELA 11 — Concentragdes finais da solugdo padrao para obtenc¢ao da curva de calibragao

utilizada para determinacao do cloridrato de amiodarona matéria-prima.

Volume da solu¢do padrdo do cloridrato  Volume do baldo Concentragdo final

de amiodarona 0,1 mg/ml volumétrico (ng/ml)
() (ml)
1 125 5 2,50
2 375 10 3,75
3 250 5 5,00
4 625 10 6,25
5 375 5 7,50

As médias das areas absolutas, correspondentes a cada dilui¢do do padrdo, foram

plotadas em grafico de area absoluta versus concentragao (pg/ml).

A representacdo grafica da equagdo da reta foi determinada pela andlise de regressao
linear, através do método dos minimos quadrados. As dareas absolutas utilizadas na
determinagdo da curva de calibracdo foram estatisticamente avaliadas pela analise de

varidncia (ANOVA).
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3.2.2.3.2.4 Execucédo do ensaio

Para a execucdo dos ensaios, determinacdo quantitativa e curva de calibragdo, as
solugdes da amostra e do padrao foram previamente submetidas a filtragdo em membrana com
porosidade 0,25 uM. Posteriormente, injetou-se, em triplicata, o volume de 20 pl de cada

solucdo.

A concentragdo do cloridrato de amiodarona foi obtida através da seguinte equacao:

CA = AA . CP/AP

Onde:

Ca = concentracao do cloridrato de amiodarona (mg/1)
Cp = concentragao do padrao (mg/l)

A = area absoluta da amostra

Ap = area absoluta do padrao

O valor porcentual de cloridrato de amiodarona foi calculado pela equacio:

CA% = CA . IOO/CT

Onde:
Ca% = concentrag¢do da amostra em porcentagem
Ca = concentracao do cloridrato de amiodarona na amostra (mg)

Cr = concentragdo tedrica do cloridrato de amiodarona na amostra (mg)
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3.2.2.3.2.5 Teste de recuperacao

Este procedimento tem por finalidade determinar a exatiddo do método por meio da

adi¢io de quantidades conhecidas do padrdo a amostra 2* % °,

Para o teste de recuperacgdo, transferiram-se aliquotas de 1,25 ml da solugdo amostra
contendo 10 pg/ml do cloridrato de amiodarona, para baldes volumétricos de 10 ml,
denominados A, R, Ry, Rs. Acrescentaram-se as quantidades de 1,25; 3,75; 6,25 ¢ 1,25 ml de
solugdo padrao contendo 10 pg/ml do cloridrato de amiodarona aos baldes R, Ry, R3 e P,
respectivamente. Completou-se o volume com a fase movel , obtendo-se concentracdes de

2,5; 5,0 e 7,5 ng/ml para os baldes R, e 1,25 pug/ml para os baldes P e A, conforme Tabela 12.

TABELA 12 - Preparo das solucdes utilizadas para o teste de recuperagdo do cloridrato de

amiodarona, matéria-prima, utilizando CLAE.

Volume solugao Volume solugdo padrdo do  Concentragao final
amostra 10 pg/ml cloridrato de amiodarona (ng/ml)*
(ml) 10 pg/ml
(m)

A 1,25 - 1,25
R, 1,25 1,25 2,50
R, 1,25 3,75 5,00
Rj 1,25 6,25 7,50
P - 1,25 1,25

* Cada concentragdo foi preparada em triplicata.

3.2.2.3.2.6 Precisao do método

Avaliou-se a precisdo do método através do coeficiente de variagdo percentual obtido,
na determinacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima, nos ensaios de repetibilidade e

precisdo intermedidria em diferentes dias (n = 2) e diferentes analistas (n = 2).

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human
Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.

2 AOAC. Association of Official Analytical Chemists. Official Methods of Analysis. 15. ed. Arlington, v. 1, (1990) p. xvii.

¢ THE UNITED STATES PHARMACOPEIA 27 ™ Revision 2004, The United States Pharmacopeial Convention Inc.,
Rockville, MD.
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3.2.2.3.2.7 Limite de deteccao

Calculou-se o limite de detec¢do (LD) a partir da féormula preconizada pelo ICH

(1996) %, empregando-se os valores do desvio padrio da resposta e da inclinagio da curva de

calibragdo do padrao de referéncia.

O célculo para encontrar-se o LD foi realizado segundo a equagao:

330
IC

LD

Onde,

o = desvio padrdo do intercepto da curva de calibracao

IC = inclinag¢do da curva de calibracao

3.2.2.3.2.8 Limite de quantificacao

Calculou-se o limite de quantificacdo (LQ) a partir da férmula preconizada pelo ICH

(1996) 3 empregando-se os valores do desvio padrao da resposta e da inclinagao da curva de

calibrag@o do padrao de referéncia.

O calculo para encontrar-se o LQ foi realizado segundo a equagao:

100
LO=——
Q IC

Onde,

o = desvio padrdo do intercepto da curva de calibracao

IC = inclinag¢do da curva de calibracao

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human

Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.

2 ICH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for
Human Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.
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3.2.2.3.2.9 Robustez

Avaliou-se a robustez do método analitico através de pequenas modificagdes nas
condi¢des cromatograficas estabelecidas para determinacdo do cloridrato de amiodarona
matéria-prima, por CLAE.

Alteraram-se os seguintes parametros da metodologia analitica: composicao da fase
movel para metanol: hidroxido de amoneo 25 % (98,5 : 1,5), comprimento de onda para 240
nm e vazao da fase movel para 0,7 ml/min.

Prepararam-se as amostras conforme item 3.2.2.3.2.2 até atingirem a concentracao

final de 5,0 pg/ml.
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3.2.2.4 Titulagcdo em meio aquoso

A quantifica¢do do cloridratro de amiodarona matéria-prima, através de titulagdo em
. , , . . ;. ;. 11 ye
meio aquoso, ¢ o método oficial descrito pela Farmacopéia Européia =~ e Farmacopéia
A 8 ~ o ~
Britanica ~. Neste estudo, serdo utilizados os mesmos parametros usadas nas monografias

indicadas para ser estabelecida comparagdo com os métodos propostos.

3.2.2.4.1 Padronizacéo do méetodo utilizando titulacdo em meio aquoso

Para a determina¢do do cloridrato de amiodarona matéria-prima, empregando a

titulagdo em meio aquoso, utilizou-se os parametros descritos na Tabela 13.

TABELA 13 — Condigoes utilizadas na determinacdo de cloridrato de amiodarona matéria-

prima, por titulagdo em meio aquoso.

Solvente Mistura de 5 ml de acido cloridrico 0,01 M
¢ 75 ml de etanol 96 %

Titulante Hidroxido de sédio 0,1 M

Eletrodo Vidro-calomelano

3.2.2.4.2 Obtencéo da curva de calibragéo

Para a constru¢do da curva de calibracao utilizando a titulagdo em meio aquoso optou-
se por pesagem direta do cloridrato de amiodarona padrdo para cada ponto da curva. Na
Tabela 14, encontram-se as pesagens e as concentragdes finais do cloridrato de amiodarona

empregadas na curva de calibragdo.

" EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4. ed. Council of Europe, Strasbourg, 2004.
§ BRITISH PHARMACOPOEIA 2001 CD-ROM, Version 5.0, may 2001, Data © Crow Copyright 2001, Index + © System
Simulation Ltd, The Stationery Office Ltd.
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TABELA 14 — Curva de calibracao utilizada para determinacao do cloridrato de amiodarona

através de titulacdo em meio aquoso.

Cloridrato de Mistura de 5 ml de 4cido cloridrico 0,01  Concentragao
amiodarona M e 75 ml de etanol 96 % (mg/ml)
(mg) (ml)

1 320,0 80 4,0

2 400,0 80 5,0

3 480,0 80 6,0

4 560,0 80 7,0

5 640,0 80 8,0

3.2.2.4.3 Execucao do ensaio

Para a determinagdo quantitativa por titulacio em meio aquoso, 0,6 gramas de
cloridrato de amiodarona matéria-prima foram dissolvidas em mistura de 5 ml de acido
cloridrico 0,01 M e 75 ml de etanol 96 %. Como titulante foi utilizado hidroxido de sodio 0,1
M. Paralelamente deve-se proceder a titulagdo em branco. O ponto final da titulagdo foi
determinado através de exame da curva de titulacdo fornecida por potencidmetro de vidro-

calomelano.

3.2.2.4.4 Célculo para a quantificacao do cloridrato de amiodarona

Para a quantificagao do cloridrato de amiodarona matéria-prima, por titulagdo em meio
aquoso, deve-se avaliar a curva de titulagdo em relacdo a abrupta modificacdo do potencial no
grafico das leituras da forca eletromotriz (f.e.m.) contra o volume da solugdo titulante, que
corresponde ao ponto de equivaléncia ®°. O ponto final da titulagdo foi determinado através da
primeira derivada, através do maximo verificado no ponto de inflexdo da curva de titulagao,

ou pela segunda derivada, quando o coeficiente angular da curva for um maximo.

% VOGEL, A. I. Analise quimica quantitativa. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, (1992).
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Para o calculo quantitativo da substancia utilizou-se a seguinte formula:

mg de cloridrato de amiodarona = ( n— n-) mEq
p

Onde:

p = amostra de cloridrato de amiodarona em mg
n = hidroxido de so6dio gasto com cloridrato de amiodarona em ml
n = hidréxido de s6dio gasto com o branco em ml

mEq = miliequivalente de cloridrato de amiodarona

48
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3.2.3 Analise comparativa dos métodos propostos

Para a andlise comparativa entre os métodos propostos efetuou-se estudo dos
resultados obtidos na execu¢do dos ensaios quantitativos para a determinacdo do cloridrato de
amiodarona matéria-prima obtidos com a aplica¢do dos diferentes metodologias. Conforme

indicado na Tabela 15.

TABELA 15 — Métodos analiticos empregados na quantificacao do cloridrato de amiodarona

matéria-prima

Método

Espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta
Titulacdo em meio ndo-aquoso

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Titulacdo em meio aquoso

oaw»

Na aplicagdo da andlise de variancia (ANOVA-DUNCAN), os resultados encontrados
indicardo se existem diferengas significativas entre as médias obtidas na quantificagdo da
substancia objeto do presente estudo, quando analisados comparativamente os quatro métodos
propostos. Esta analise indicard, também, se as metodologias A, B, C ou D sdo equivalentes ¢
se qualquer uma delas pode ser empregada em determinagdes quantitativas rotineiras, em

funcdo dos recursos disponiveis em diferentes laboratorios de diferentes regides.



4. RESULTADOS

4.1 Analise fisico-quimica

4.1.1 Determinagéo do pH

O valor determinado para o pH da amostra de cloridrato de amiodarona matéria-prima
foi de 3,692 + 0,005. O valor obtido para o pH representa a média de cinco determinacoes.
Este valor estd dentro dos limites de 3,2 a 3,8, permitidos pela Farmacopéia Européia 42,

Edicao. O coeficiente de variagdo porcentual foi 0,82 %.
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4.1.2 Testes de caracterizacdo da substancia quimica de referéncia e da amostra

4.1.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

O espectro de absorcdo da substancia quimica de referéncia cloridrato de amiodarona,

na regido do infravermelho, encontra-se exposto na Figura 05.
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FIGURA 05 — Espectro na regido do infravermelho do cloridrato de amiodarona substancia

quimica de referéncia.
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O espectro de absorcdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima, na regido do

infravermelho, encontra-se exposto na Figura 06.
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FIGURA 06 — Espectro na regido do infravermelho do cloridrato de amiodarona matéria-

prima.

O espectro de absor¢do no infravermelho do cloridrato de amiodarona matéria-prima
dispersa em brometo de potéssio, apresenta maximos de absorcdo somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensidades relativas dos observados no espectro de
cloridrato de amiodarona padrdo, preparado de maneira idéntica, na faixa de 4600 cm™ a 400

cem™.



Resultados

53

4.1.2.2 Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Os espectros de absorcdo de cloridrato de amiodarona substancia quimica de

referéncia e matéria-prima, na regido do ultravioleta, na concentragdo de 8 pg/ml em metanol,

estéo representados nas Figuras 07 a 09.

A sobreposicdo dos espectros de absor¢do na regido do ultravioleta de cloridrato de

amiodarona padrdo e matéria-prima encontra-se representada na Figura 07.
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FIGURA 07 — Espectro de absorgéo, na regido do ultravioleta, da solugéo de cloridrato de

amiodarona padrdo a 8 pug/ml em metanol.
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FIGURA 08 — Espectro de absorcéo, na regido do ultravioleta, da solucdo de cloridrato de

amiodarona matéria-prima a 8 pg/ml em metanol.
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FIGURA 09 - Espectro de absorgéo, na regido do ultravioleta, da solucdo de cloridrato de
amiodarona matéria-prima sobreposta a solucdo de cloridrato de amiodarona padréo a 8 pg/ml

em metanol.

4.1.2.3 Determinacéo da faixa de fuséo

A faixa de fusdo encontrada para o padrdo do cloridrato de amiodarona foi 161,0 a

162,0 °C e para a amostra foi de 160,6 a 160,8 °C. Esses valores representam a média de trés

determinagdes.
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4.1.2.4 Cromatografia em camada delgada

O sistema eluente utilizado possibilitou a migracdo da solucdo do padrdo do cloridrato
de amiodarona, da amostra de matéria-prima e da solucdo de cloridrato de (2-
cloroetil)dietilamina, principal residuo de sintese, que através da fase estacionaria foram
visualizadas com auxilio de luz ultravioleta (254 nm). Foram obtidas manchas de cor marrom,
semelhantes, para as solucdes padrdo e amostra e mancha cinza para a solucao do residuo de
sintese, 0 que permitiu inferir que a solucdo da matéria-prima possui concentracdo do

interferente em quantidade inferior a 0,2 %.

Os valores de Rf e Rx, das solu¢des de cloridrato de amiodarona padrdo e matéria-

prima, obtidos em camada delgada encontram-se expostos na Tabela 16.

TABELA 16 — Valores de Rf e Rx obtidos para cloridrato de amiodarona padréo e matéria-

prima.

Amostras Rf x 100 Rx x 100
Padrao (solugéo 3) 75 -
Matéria-prima (solucéo 2) 75 100

Rx = Rf amostra / Rf padrdo

O cromatograma obtido, em camada delgada, para as solu¢cdes amostra e padrdo de
cloridrato de amiodarona e a solucdo de cloridrato de (2-cloroetil)dietilamina esta

representado na Figura 10.
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§ B ploERD

FIGURA 10 - Analise cromatografica de cloridrato de amiodarona. Fase fixa: silica gel
GFs4, fase movel: acido formico, metanol e cloreto de metileno (5:10:85) (V/V).1: Cloridrato
de amiodarona matéria-prima 100 mg/ml; 2: Cloridrato de amiodarona matéria-prima 5
mg/ml; 3: Cloridrato de amiodarona padrdo 5 mg/ml; 4: Cloridrato de amiodarona matéria-
prima 0,5 mg/ml; 5: Cloridrato de amiodarona matéria-prima 0,25 mg/ml; 6: Cloridrato de (2-

cloroetil)dietilamina 0,2 mg/ml.
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4.2 Analise Quantitativa

4.2.1 Espectrofotometria de absorgéo no ultravioleta

4.2.1.1 Curva de Ringbom

A Tabela 17 apresenta os valores médios das absorbancias, obtidos na determinacao

da curva de Ringbom, para concentracdes de 1,0 a 20,0 pg/ml.

A representacdo grafica da curva (Figura 11) foi obtida através da plotagem dos
valores das absorbancias obtidas, no eixo das ordenadas, expressos em (100 — T %), contra o

logaritmo da concentracdo, no eixo das abscissas.

TABELA 17 — Valores médios obtidos, expressos em absorbancias, para construcdo da curva
de Ringbom na determinacdo de cloridrato de amiodarona matéria-prima, através do método

espectrofotométrico no comprimento de onda de 242 nm.

Pontos da curva  Concentragao Absorbancia* T% 100-T %
pug/ml
01 1,0 0,07947 83,28 16,72
02 2,0 0,11047 77,54 22,46
03 3,0 0,17456 66,90 33,10
04 4,0 0,22217 59,95 40,05
05 5,0 0,28125 52,33 47,67
06 6,0 0,34961 44,71 55,29
07 7,0 0,39063 40,68 59,32
08 8,0 0,44421 35,96 64,04
09 9,0 0,50562 31,22 68,78
10 10,0 0,54883 28,26 71,74
11 11,0 0,61633 24,19 75,81
12 12,0 0,68750 20,53 79,47
13 13,0 0,71594 19,23 80,77
14 14,0 0,74438 18,01 81,99
15 15,0 0,79956 15,86 84,14
16 16,0 0,87366 13,38 86,62
17 17,0 0,96545 10,83 89,17
18 18,0 0,99402 10,14 89,86
19 19,0 1,07666 8,38 91,62
20 20,0 1,13660 7,30 92,70

* Cada valor corresponde a media de trés determinagdes
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FIGURA 11 - Curva de Ringbom para o cloridrato de amiodarona.

4.2.1.2 Curva padréao

A Tabela 18 apresenta as absorbancias médias correspondentes a curva padrdo de

cloridrato de amiodarona, relativas a cada uma das dilui¢cdes do padréo.

TABELA 18 — Valores experimentais obtidos na determinacdo da curva padrdo de cloridrato

de amiodarona, através do método espectrofotométrico a 242 nm.

Concentracao Absorbancia* Média = D.p. CV %
ug/ml
4,0 0,22876 0,22412 0,21997 0,22428 0,00359  1,600815
6,0 0,33826 0,33447 0,33118 0,33464 0,00289  0,86446
8,0 0,44910 0,44739 0,44385 0,44678 0,00219  0,48934
10,0 0,55872 0,55908 0,55273 0,55684 0,00291  0,52300
12,0 0,67773 0,66992 0,66089 0,66951 0,00688  1,027748

* Cada valor corresponde a média de trés determinacdes
D.p. = desvio padréo
CV % = coeficiente de variacdo porcentual
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A representacdo grafica da curva padréo e a equacdo da reta, determinada através do

estudo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, estdo apresentadas na Figura

12.
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FIGURA 12 — Representacdo grafica da curva padrdo de cloridrato de amiodarona, obtida

através de espectrofotometria a 242 nm.

Os resultados do tratamento estatistico sobre os valores experimentais obtidos para a

curva padréo, através da andlise de variancia, encontram-se na Tabela 19.
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TABELA 19 — Analise estatistica (ANOVA) das absorbancias obtidas na determinacdo da

curva padréo do cloridrato de amiodarona.

Fontes de variacdo ol Soma dos Quadrado F.C F
quadrados médio
Entre amostras 4 0,37141286 0,09285321 2268,38937* 4,53
Regresséo linear 1 0,37140813 0,37140813 9073,4418* 5,99
Desvio de linearidade 3 0,4735.10° 0,15783.107 0,038558** 4,76
Residuo 6 0,2456 . 10°  4,09335.10 °
Total 14 0,37165847

* Significativo (p < 0,05)
** Nao significativo (p > 0,05)

4.2.1.3 Execugéo do ensaio

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo de cloridrato de amiodarona
matéria-prima, através de espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta, encontram-se na
Tabela 20.
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TABELA 20 - Valores experimentais obtidos para o doseamento de cloridrato de amiodarona

matéria-prima, atraves de espectrofotometria no UV.

Amostra Valor encontrado Teor (%) Média £ D.p. CV %
(ug/ml)*
01 7,98 99,76
02 7,92 99,07
03 8,04 100,47
04 7,97 99,64
05 7,80 97,53
06 8,05 100,61
07 7,99 99,96 99,53 £ 0,984 0,989
08 8,02 100,29
09 7,97 99,61
10 8,02 100,29
11 8,00 100,02
12 7,94 99,31
13 7,96 99,47
14 7,99 99,96
15 7,76 97,00

* Cada valor corresponde a media de trés determinacdes

A repetibilidade do método proposto foi determinado através do coeficiente de

variagdo percentual obtido na Tabela 20 e seu valor foi 0,989 %.

4.2.1.4 Teste de recuperacao

Os resultados obtidos no teste de recuperacdo do cloridrato de amiodarona, com

emprego do método espectrofotométrico no ultravioleta podem ser observados na Tabela 21.

TABELA 21 — Valores experimentais obtidos no teste de recuperacéo, realizado em amostras

de cloridrato de amiodarona, através do método espectrofotométrico a 242 nm.

Amostra Quantidade de padréo Quantidade de padrdo recuperado*
adicionado (mg/ml) (mg/ml) (%)
Ry 0,1 0,1009 100,91
R, 0,2 0,1982 99,13
R3 0,3 0,2983 99,45

* Cada valor corresponde a média de trés determinacdes.
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4.2.1.5 Precisdo do método

A precisdo intermediaria foi avaliada por meio do doseamento de cloridrato de
amiodarona matéria-prima, conforme o item 4.2.2.1.3, em diferentes dias (n = 2) e por
diferentes analistas (n = 2).

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo de cloridrato de amiodarona
matéria-prima, no teste de precisdo do método, por diferentes analistas, por meio da

espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta, encontram-se na Tabela 22.

TABELA 22 - Valores experimentais obtidos no teste de preciséio do método por
espectrofotometria no UV, para o doseamento do cloridrato de amiodarona matéria-prima, por

diferentes analistas.

Amostra Teor % Média + D.p. CV %
Analista 1 Analista 2
01 100,29 99,13
02 97,00 99,15
03 98,67 97,84
04 100,42 96,17
05 99,84 96,15
06 100,47 101,23
07 96,17 100,11 98,54 1,72 1,75
08 98,73 97,46
09 102,30 96,79
10 99,15 95,15
11 97,53 98,52
12 99,07 99,46
13 99,78 96,57
14 101,52 96,32
15 98,85 97.31

Na precisdo intermediéria, avaliada entre analistas, obteve-se um coeficiente de

variacdo percentual de 1,75 % (n = 2).

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo de cloridrato de amiodarona
matéria-prima, no teste de precisdo do método, em diferentes dias, por meio da

espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta, encontram-se na Tabela 23.
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TABELA 23 - Valores experimentais obtidos no teste de precisdio do método por
espectrofotometria no UV, para o doseamento do cloridrato de amiodarona matéria-prima, em

diferentes dias.

Amostra Teor % Média + D.p. CV %

Dia 1l Dia 2

01 99,87 98,37

02 100,47 96,43

03 97,53 100,05

04 97,00 97,32

05 96,17 97,42

06 99,07 97,88

07 98,67 98,64 98,72 1,64 1,66

08 98,73 96,29

09 99,78 96,13

10 100,41 101,25

11 101,30 101,34

12 101,52 96,15

13 99,84 98,19

14 99,15 98,15

15 98,85 99,64

Na precisdo intermediaria, avaliada entre dias, obteve-se um coeficiente de variacdo
percentual de 1,66 % (n = 2).

4.2.1.6 Limite de deteccao

A concentracdo encontrada para o limite de deteccdo de cloridrato de amiodarona no
método por espectrofotometria no ultravioleta foi de 0,379 pg/ml, empregando-se os valores
do desvio padrdo da resposta e da inclinagdo da curva de calibracdo do padréo de referéncia
para a determinacéo.

4.2.1.7 Limite de quantificacéo

A concentracdo encontrada para o limite de quantificacdo de cloridrato de amiodarona
no método por espectrofotometria no ultravioleta foi de 1,150 pg/ml, empregando-se 0s
valores do desvio padrdo da resposta e da inclinacdo da curva de calibracdo do padrdo de

referéncia para a determinacao.
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4.2.2 Titulagdo em meio ndo0-aquoso

4.2.2.1 Obtencéo da curva de calibracao

64

A linearidade do método foi determinada pela construcdo da curva de calibracdo do

padrdo de referéncia no intervalo de concentracdo de 2,5 a 7,5 mg/ml. Na Tabela 24, estdo

representados os volumes gastos de solugdo titulante, suas médias, desvios padrdes e

coeficientes de variacdo encontrados para sua obtencdo. O volume de solugdo titulante é

obtido pela diferenca entre os volumes gastos na determinacdo de cada concentracdo e na

determinacéo do branco.

TABELA 24 — Valores experimentais obtidos na determinacdo da curva padrdo de cloridrato

de amiodarona, através do método volumétrico em meio ndo-aquoso.

Concentracao Volume* Média £ D.p. CV %
mg/mi
2,50 3,71 3,81 3,71 3,74 0,047 1,2604
3,75 5,41 5,51 5,51 5,48 0,047 0,8602
5,00 7,21 7,21 7,31 7,24 0,047 0,6511
6,25 9,12 9,12 9,02 9,09 0,047 0,5186
7,50 10,92 10,92 11,42 11,09 0,236 2,1254

* Cada valor corresponde a media de trés determinagdes
D.p. = desvio padréo
CV % = coeficiente de variacao porcentual

A representacdo grafica da curva de calibracdo e a equacdo da reta, obtidas por

regressao linear pelo método dos minimos quadrados, encontram-se na Figura 13.



Resultados 65

124
11

104

Linear Regression for Datal_B:
Y=A+B*X

Parameter Value Error

Volume (ml)
~
1

A 0,004 0,13024
B 1,4648 0,02456

R sb N P

0,99958 0,09707 5 <0.0001

T T T T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8

Concentragdo (mg/ml)

FIGURA 13 — Representacdo grafica da curva de calibracdo de cloridrato de amiodarona

obtida através de titulacdo em meio ndo-aquoso, e sua respectiva equacao da reta.

Os volumes de titulantes gastos, encontrados na elaboracdo da curva de calibracdo
para a titulacdo em meio ndo-aquoso, foram estatisticamente avaliados por analise de

variancia (ANOVA), a qual encontra-se representada na Tabela 25.

TABELA 25 - Anélise estatistica (ANOVA) das diferencas de volume obtidas na

determinacéo da curva padrdo do cloridrato de amiodarona.

Fontes de variagéo gl Soma dos Quadrado F.C F
quadrados médio
Entre amostras 4 100,51476 25,12869 779,85589* 4,53
Regresséo linear 1 100,43040 100,43040 3116,80562* 5,99
Desvio de linearidade 3 0,08436 0,02811 0,87265** 4,76
Residuo 6 0,19333 0,03222
Total 14 100,70809

* Significativo (p < 0,05)
** Nao significativo (p > 0,05)
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4.2.2.2 Execucao do ensaio

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo de cloridrato de amiodarona

matéria-prima com o emprego de titulagdo em meio ndo-aquoso, encontram-se na Tabela 26.

TABELA 26 — Valores experimentais obtidos para o doseamento de cloridrato de amiodarona

matéria-prima, por meio de titulagdo em meio ndo-aquoso.

Amostra Valor encontrado Teor (%) Média £ D.p. CV %
(mg/ml)*
01 9,93 99,32
02 9,92 99,18
03 9,93 99,32
04 9,93 99,31
05 9,88 98,77
06 10,22 102,17
07 10,23 102,31 99,91 +1,709 1,710
08 9,92 99,18
09 9,92 99,18
10 10,22 102,17
11 9,54 95,36
12 10,13 101,25
13 10,10 101,03
14 10,03 100,25
15 9,98 99,78

* Cada valor corresponde a média de trés determinacdes

O coeficiente de variacao percentual de 1,71 % determina a repetibilidade do método

proposto.
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4.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.2.3.1 Obtencéo da curva de calibracéo

A linearidade do método foi determinada pela construcdo da curva de calibracdo do

padrdo de referéncia no intervalo de concentracdo 2,5 a 7,5 pg/ml.

Na Tabela 27, estdo representados os valores experimentais médios das areas

absolutas obtidas para a curva de calibracéo.

TABELA 27 — Valores experimentais obtidos na determinacdo da curva padrdo de cloridrato
de amiodarona, através da CLAE.

Concentracao Areas absolutas* Média = D.p. CV %
ug/ml
2,50 658951 664641 642404 655332,0 + 9431,99 1,439
3,75 953880 934296 927851  938675,6 + 11068,37 1,179
5,00 1273526 1267933 1288814 1276757,6 + 8825,59 0,691
6,25 1592447 1563942 1555984  1570791,0 + 15653,94 0,996
7,50 1924546 1921884 1915804 1920744,6 + 3658,70 0,190

* Cada valor corresponde a média de trés determinagdes
D.p. = desvio padréo
CV % = coeficiente de variagédo porcentual

A representacdo grafica da curva padrdo e a equacdo da reta, determinadas através do
estudo de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados, estdo representadas na
Figura 14.
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FIGURA 14 — Representacdo grafica da curva de calibracdo de cloridrato de amiodarona,

obtida através de CLAE, e sua respectiva equacéo da reta.

Os resultados do tratamento estatistico sobre os valores experimentais obtidos para a

curva padrdo, através da andlise de variancia, encontram-se na Tabela 28.

TABELA 28 — Analise estatistica (ANOVA) das areas absolutas determinadas para obtencéo

da curva de calibragdo de cloridrato de amiodarona através de CLAE.

Fontes de variagéo gl Soma dos Quadrado F.C F
quadrados Médio
Entre 4 3,00466.10%  751164.10"  2742,50015* 4,53
Regressdo linear 1 3,00126.10%  3,00126.10% 10957,5969* 5,99
Desvio de linearidade 3 3,397 . 10° 1132448012 4,13456** 4,76
Residuo 6 1643384840  273897473,3
Total 14 3,0063.10%

* Significativo (p < 0,05)
** N&o significativo (p > 0,05)
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Os cromatogramas obtidos na analise da curva de calibragdo, no método por CLAE,

estdo representados nas Figuras de 15 a 19. Cada ponto da curva de calibracao foi analisado
em triplicata.
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FIGURA 15 — Cromatograma obtido na curva padrdo do cloridrato de amiodarona, pelo
método de CLAE, na concentracédo de 2,5 pg/ml.
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FIGURA 16 — Cromatograma obtido na curva padrdo do cloridrato de amiodarona, pelo
método de CLAE, na concentracdo de 3,75 pg/ml.
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FIGURA 17 - Cromatograma obtido na curva padrdo do cloridrato de amiodarona, pelo

método de CLAE, na concentracdo de 5,0 pg/ml.
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FIGURA 18 — Cromatograma obtido na curva padrdo do cloridrato de amiodarona, pelo
método de CLAE, na concentracédo de 6,25 pg/ml.
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FIGURA 19 - Cromatograma obtido na curva padrdo do cloridrato de amiodarona, pelo

metodo de CLAE, na concentracédo de 7,5 pg/ml.

4.2.3.2 Execucdo do ensaio

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo do cloridrato de amiodarona

matéria-prima, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), encontram-se na

Tabela 29.
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TABELA 29 - Valores experimentais obtidos para o doseamento de cloridrato de amiodarona

matéria-prima, através de CLAE.

Amostra Valor encontrado Teor (%) Média £ D.p. CV %
(ug/ml)*
01 5,01 100,2
02 5,07 101,5
03 5,00 100,1
04 5,01 100,2
05 5,00 100,0
06 5,01 100,2
07 5,08 101,6 100,08 + 0,899 0,898
08 4,97 99,5
09 4,98 99,7
10 4,93 98,7
11 4,92 98,5
12 4,96 99,2
13 5,07 1014
14 4,99 99,8
15 5,03 100,6

* Cada valor corresponde a media de trés determinacdes

O coeficiente de variacdo percentual de 0,898 % determina a repetibilidade do método
proposto.

Exemplo dos cromatogramas obtidos no doseamento do cloridrato de amiodarona

matéria-prima, no método por CLAE, esta representado na Figura 20.
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FIGURA 20 — Cromatograma obtido no doseamento do cloridrato de amiodarona matéria-

prima, pelo método de CLAE, na concentracdo de 5,0 pg/ml.

4.2.3.3 Teste de recuperacao

Os resultados obtidos no teste de recuperagédo do cloridrato de amiodarona, aplicando-
se 0 método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) estdo demonstrados na Tabela
30.

TABELA 30 — Valores experimentais obtidos no teste de recuperacéo, realizado em amostras

de cloridrato de amiodarona, através da CLAE.

Amostra Quantidade de padréo Quantidade de padréo recuperado™
adicionado (pg/ml) (ng/ml) (%)
R1 1,25 1,255 100,4
R 3,75 3,73 99,6
Rs3 6,25 6,27 100,3

* Cada valor corresponde a média de trés determinagoes.
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4.2.3.4 Precisdo do método

A precisdo intermedidria, para 0 método da CLAE, foi avaliada através do doseamento
de cloridrato de amiodarona matéria-prima, conforme o item 4.2.2.3.2, em diferentes dias (n =
2) e por diferentes analistas (n = 2).

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo de cloridrato de amiodarona
matéria-prima, no teste de precisdo do método, por diferentes analistas, por CLAE,
encontram-se na Tabela 31.

TABELA 31 - Valores experimentais obtidos no teste de precisdo do método por CLAE, para
o0 doseamento do cloridrato de amiodarona matéria-prima, por diferentes analistas.

Amostra Teor % Média £ D.p. CV %
Analista 1 Analista 2
01 98,78 102,45
02 98,52 102,50
03 100,60 102,00
04 99,33 103,00
05 99,79 100,88
06 98,47 100,97
07 101,53 99,41 100,20 1,3097 1,31
08 100,96 99,35
09 101,92 99,71
10 99,99 100,21
11 99,84 99,72
12 98,37 99,22
13 100,94 99,55
14 100,65 98,73
15 100,32 97,94

Na precisdo intermediaria, avaliada entre analistas, obteve-se um coeficiente de

variacdo percentual de 1,31 % (n = 2).

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo de cloridrato de amiodarona
matéria-prima, no teste de precisdo do método, em diferentes dias, por CLAE, encontram-se
na Tabela 32.
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TABELA 32 - Valores experimentais obtidos no teste de precisdo do método por CLAE, para

o doseamento do cloridrato de amiodarona matéria-prima, em diferentes dias.

Amostra Teor % Média £ D.p. CV %

Dia 1l Dia 2

01 98,89 98,17

02 100,86 101,96

03 100,15 101,45

04 97,37 101,35

05 96,51 103,00

06 95,89 103,87

07 98,91 102,51 100,23 19178 1,91

08 98,99 99,15

09 99,05 101,91

10 100,23 100,38

11 101,20 100,34

12 98,30 100,42

13 98,29 99,89

14 101,43 102,79

15 101,29 102,42

Na precisdo intermediaria, avaliada entre dias, obteve-se um coeficiente de variacao
percentual de 1,91 % (n = 2).

4.2.3.5 Limite de detecgdo

A concentracdo encontrada para o limite de deteccdo de cloridrato de amiodarona no

método por CLAE foi 0,216 pg/ml, empregando-se os valores do desvio padréo da resposta e

da inclinacdo da curva de calibracdo do padrédo de referéncia para a determinagéo.

4.2.3.6 Limite de quantificacéo

A concentracdo encontrada para o limite de quantificacdo de cloridrato de amiodarona

no método por CLAE foi 0,654 pg/ml, empregando-se os valores do desvio padrdo da
resposta e da inclinagcdo da curva de calibracdo do padrdo de referéncia para a determinacao.
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4.2.3.7 Robustez

Os valores experimentais obtidos na determinacao de cloridrato de amiodarona através
do método proposto por CLAE, com modificagdes em seus parametros analiticos, estdo

representados na Tabela 33.

TABELA 33 — Valores experimentais obtidos e alterac@es sofridas durante a quantificacao de

cloridrato de amiodarona matéria-prima, na avaliacdo da robustez do método.

Pardmetro analitico Amostra Valor Teor Média £ D.p. CV %
encontrado (%)
(ug/mh)*

Fase movel: 1 5,095 101,91

metanol:hidréxido de 2 4,998 99,97 100,15 +1,373 1,371

amoneo 25 % (98,5:1,5) 3 4,928 98,56

Comprimento de onda: 1 4,889 97,79

240 nm 2 4,874 97,48 97,35+0,422 0,434
3 4,839 96,78

Vazdo: 1 4,866 97,33

0,7 ml/min 2 4,965 99,31 98,21+0,823 0,838
3 4,899 97,99

* Cada valor corresponde a média de trés determinacdes
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4.2.4 Titulagdo em meio aquoso

4.2.4.1 Obtencéo da curva de calibracao

77

A linearidade do método foi determinada pela construcdo da curva de calibracdo do

padrdo de referéncia no intervalo de concentracdo de 4,0 a 8,0 mg/ml. Na Tabela 34, estdo

representados os valores experimentais médios obtidos do volume de solugdo titulante para a

realizacdo da curva de calibracdo. O volume de solucdo titulante é obtido pela diferenca entre

0s volumes gastos na determinacdo do branco.

TABELA 34 — Valores experimentais obtidos na determinacdo da curva padrdo de cloridrato

de amiodarona, através do método volumétrico em meio aquoso.

Concentracao Volume* Média £ D.p. CV %
mg/ml

4,0 6,5 6,5 6,5 6,50 0,000 0,000

5,0 7,9 7,9 7,3 7,70 0,283 3,673

6,0 9,6 9,6 9,5 9,57 0,047 0,493

7,0 11,0 11,0 10,8 10,93 0,094 0,862

8,0 12,4 12,4 12,4 12,40 0,000 0,000

* Cada valor corresponde a média de trés determinacdes
D.p. = desvio padréo
CV % = coeficiente de variagdo porcentual

A representagdo grafica da curva de calibracdo e a equacdo da reta, obtidas por

regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, encontram-se na Figura 21.
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FIGURA 21 - Representacdo grafica da curva de calibragdo de cloridrato de amiodarona

obtida através de titulagdo em meio aquoso, e sua respectiva equacédo da reta.

Os volumes de titulantes gastos na elaboragdo da curva de calibragdo foram

estatisticamente avaliados pela andlise de varidncia (ANOVA), a qual € representada na

Tabela 35.

TABELA 35 - Andlise estatistica (ANOVA) das diferencas de volume obtidas na
determinacéo da curva padrdo do cloridrato de amiodarona.

Fontes de variacéo gl Soma dos Quadrado F.C F
quadrados médio
Entre 4 68,03066 17,00766 373,33902* 4,53
Regresséo linear 1 67,80033 67,80033  1488,3* 5,99
Desvio de linearidade 3 0,2303 0,07677 1,68536** 4,76
Residuo 6 0,27333 0,04555
Total 14 68,304

* Significativo (p < 0,05)
** Nao significativo (p > 0,05)
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4.2.4.2 Execucdo do ensaio

Os valores experimentais obtidos para a determinacdo de cloridrato de amiodarona

matéria-prima através titulacdo em meio aquoso, encontram-se na Tabela 36.

TABELA 36 — Valores experimentais obtidos para o doseamento de cloridrato de amiodarona

matéria-prima, atraves de titulacdo em meio aquoso.

Amostra Valor encontrado Teor (%) Média £ D.p. CV %
(mg/ml)*
01 7,53 100,45
02 7,55 100,67
03 7,55 100,61
04 7,54 100,57
05 7,40 98,71
06 7,44 99,20
07 7,39 98,53 99,81+ 0,928 0,930
08 7,48 99,75
09 7,59 101,17
10 7,60 101,35
11 7,42 98,87
12 7,44 99,15
13 7,50 100,06
14 7,39 98,54
15 7,46 99,46

* Cada valor corresponde a média de trés determinacdes

O coeficiente de variacdo percentual de 0,93 % determina a repetibilidade do método

proposto.
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4.3 Analise comparativa dos métodos propostos

A representacdo dos métodos analiticos utilizados encontra-se descrita na Tabela 37.

TABELA 37 — Métodos analiticos analisados comparativamente para a quantificacdo de

cloridrato de amiodarona matéria-prima

Método
uv Espectrofotometria de absor¢édo no ultravioleta
MNA Titulagdo em meio ndo-aquoso
CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
MA Titulagdo em meio aquoso

Os resultados obtidos na quantificacdo do cloridrato de amiodarona através dos
diferentes métodos foram avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), e

estdo expostos na Tabela 38.

TABELA 38 — Anélise estatistica (ANOVA) entre os métodos estudados para a quantificacdo
do cloridrato de amiodarona.

Fontes de gl Soma dos Quadrado F.C F
variagao quadrados médio
Entre 3 2,35731 0,78577 0,53* 2,76
Residuo 56 83,41822 1,48961
Total 59 85,77554
*Nao significativo (p>0,05)

A andlise comparativa das médias e desvios padrdes encontrados na determinacao
quantitativa do cloridrato de amiodarona matéria-prima nos diferentes métodos, encontram-se
na Tabela 39.
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TABELA 39 — Anélise comparativa das medias e desvio padrfes encontrados nos diferentes

métodos.
Métodos N Média % DP Minimo Maximo T.
Duncan*
uv 15 99,532 1,01948 97,00 100,61 A
MNA 15 99,905 1,76907 95,36 102,31 A
CLAE 15 100,080 0,93059 98,50 101,60 A
MA 15 99,806 0,96099 98,53 101,35 A

* |etras iguais nédo diferem estatisticamente (p > 0,05)

A representacdo grafica das medias, dos desvios padrbes e dos limites de confianca
encontrados para os diferentes métodos utilizados na avaliacdo do cloridrato de amiodarona

encontra-se exposta na Figura 22.
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FIGURA 22 - Representacdo grafica da analise comparativa das médias e desvio padrbes
encontrados nos diferentes métodos. Método A: espectrofotometria de absorcdo no
ultravioleta; Método B: titulacdo em meio ndo-aquoso; Método C: cromatografia liquida de

alta eficiéncia; Método D: titulagdo em meio aquoso.



5. DISCUSSAO

A procura constante de novos farmacos pela indUstria farmacéutica e a necessidade de
atender a demanda mundial de medicamentos tem determinado o crescimento constante da

industria farmacéutica.

Por outro lado, as exigéncias internacionais de harmonizagdo e validagdo de
metodologias a serem empregadas nas analises tém contribuido de maneira significativa para

0 aprimoramento da qualidade dos medicamentos.

Foi em consonancia com essas hormas que o autor estudou a validacdo dos métodos

internacionalmente preconizados para o doseamento do fA&rmaco objeto da presente pesquisa.

Observa-se que muitas substancias terapéuticas, amplamente usadas na clinica médica,
embora tenham aprovacdo dos 6rgdos competentes, ndo possuem metodologias adequadas as
condices reais observadas nos diferentes paises onde sdo utilizadas.

O desenvolvimento de diferentes metodologias analiticas para a quantificacdo de
cloridrato de amiodarona matéria-prima, com a avaliacdo comparativa entre elas, foi objeto de
estudo neste trabalho devido a auséncia de monografia farmacopéica para o controle deste

principio ativo em nosso compéndio oficial.

Buscou-se o0 desenvolvimento dos métodos analiticos propostos, observando-se 0s

parametros de validagdo sugeridos por 6rgdos internacionais % *°.

28 |CH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human
Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.

% THE UNITED STATES PHARMACOPEIA 27 " Revision 2004, The United States Pharmacopeial Convention Inc.,
Rockville, MD.
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Os resultados obtidos para a determinacdo do pH ficaram dentro dos limites

explicitado pela literatura oficial '8, conforme especificado no item 4.1.1.

A caracterizacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima foi determinada por
espectrofotometria na regido do infravermelho, ultravioleta e determinacéo da faixa de fuséo.
Todos os métodos utilizados mostraram-se adequados e confiaveis para a finalidade proposta,

além de serem empregados pelos mais recentes codigos oficiais de uso internacional.

A espectroscopia de absor¢cdo no infravermelho é largamente utilizada para
caracterizagdo e identificacdo de farmacos, pois seus espectros sofrem pouca influéncia de
impurezas, quando estas se encontram em baixas concentracfes, e seus espectros sdo

caracteristicos para cada substancia.

Os espectros de espectrofotometria no infravermelho, obtidos com a substancia de
referéncia e a matéria-prima, podem ser conferidos nas Figuras 05 e 06, respectivamente, e

comprovam a autenticidade da amostra do cloridrato de amiodarona.

A caracterizacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima, por espectrofotometria
no ultravioleta, foi determinada comparativamente por meio da analise do espectro obtido
com a substancia de referéncia, conforme demonstrado nas Figuras 07, 08 e 09. Observou-se
espectros idénticos para a substancia de referéncia e a matéria-prima de cloridrato de

amiodarona.

A determinacdo da faixa de fusdo, mesmo simples, répida e de baixo custo, é de
grande importancia como indicagcdo do grau de pureza e identidade quando comparada com
valores encontrados com substancias quimicas de referéncia, ou mesmo com dados da

literatura.

1 EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4. ed. Council of Europe, Strasbourg, 2004.
8 BRITISH PHARMACOPOEIA 2001 CD-ROM, Version 5.0, may 2001, Data © Crow Copyright 2001, Index + © System
Simulation Ltd, The Stationery Office Ltd.
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Os valores obtidos para a faixa de fusdo foram comparados com os valores fornecidos

na literatura oficial & **, conforme descrito no item 4.1.2.3 e mostraram inteira concordancia.

O resultado da analise qualitativa por cromatografia em camada delgada, indica que o
cloridrato de amiodarona matéria-prima, em diferentes concentra¢des, reagiu de maneira
idéntica a substancia quimica de referéncia, ensejando, também, verificar que o principal
interferente do farmaco encontra-se na matéria-prima em concentracdo inferior a 0,2 %,

conforme Figura 10.

A escolha de método adequado para a realizacdo de uma analise quantitativa depende
de inumeros fatores, tais como a quantidade de amostra disponivel, a faixa da quantidade
relativa em que, presumivelmente, estd situado o componente a determinar, a exatidao
requerida, a composi¢do quimica da amostra, 0 nimero de amostras a analisar e 0s recursos

disponiveis 3 4.

Na quantificacdo do cloridrato de amiodarona, por meio de espectrofotometria na
regido do ultravioleta, verificou-se a linearidade com o auxilio da curva de Ringbom.
Observou-se que a concentracdo, utilizada nas analises, encontra-se dentro da faixa linear

determinada pela curva.

A curva de calibragdo obtida por esta metodologia apresentou regressdo linear
significativa para p < 0,05 e ndo foi observado desvio significativo de linearidade, para p >
0,05. O coeficiente de correlacdo obtido para a reta de calibracdo foi de 0,99999. Esses dados
demonstram que a curva pode ser utilizada para a interpolagcdo de valores experimentais,
visando a determinacdo quantitativa do cloridrato de amiodarona, conforme pode ser

observado na Figura 12.

8 BRITISH PHARMACOPOEIA 2001 CD-ROM, Version 5.0, may 2001, Data © Crow Copyright 2001, Index + © System
Simulation Ltd, The Stationery Office Ltd.

11 EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4. ed. Council of Europe, Strasbourg, 2004.

% OHLWEILER, O. A. Quimica Analitica Quantitativa. 3. ed. Rio de Janeiro: LTC. V.1. (1984).

“0 OPPE, T. P. Estudo da Estabilidade da Ampicilina na Forma Farmacéutica P6 para Suspensdo Oral. Curso de Pés-

Graduacéo em Farmécia, Porto Alegre: UFRGS 1995. Disserta¢do (Mestrado).
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O coeficiente de variacao percentual médio, que representa a repetibilidade do método,
foi 0,989 %, calculado a partir das absorbancias determinadas para a execu¢do do ensaio de

quantificacdo, conforme Tabela 20.

A porcentagem de recuperacdo média obtida para esse método foi 99,83 %,

demonstrando 6tima sensibilidade do mesmo, conforme Tabela 21.

Na avaliacdo da precisdo intermediaria do método, com diferentes analistas e em
diferentes dias, obteve-se um coeficiente de variagdo percentual de 1,75 % e 1,66 %,
respectivamente, o que demonstrou a precisdo do método, conforme descrito nas Tabelas 22 e
23.

Os limites de concentracdo para deteccao e quantificacdo do cloridrato de amiodarona,
para 0 método de espectrofotometria na regido do ultravioleta, foram 0,379 pg/ml e 1,150

ug/ml, respectivamente.

Estes valores foram calculados conforme recomendacéo internacional %, utilizando-se
0 desvio padrdo da resposta e a inclinacdo da curva de calibracdo da substancia quimica de

referéncia.

Os parametros analiticos escolhidos para a validagdo do método por
espectrofotometria na regido do ultravioleta demonstraram que a metodologia pode ser

aplicada na quantificacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima.

Os métodos quantitativos por volumetria apresentam grande seletividade, facil

execucdo e baixo custo operacional *°.

A curva de calibracdo, determinada para o método de titulagdo em meio ndo-aquoso,
representada na Figura 13, apresentou regressdo linear significativa para p < 0,05 e néo foi

28 |CH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human
Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.

“0 OPPE, T. P. Estudo da Estabilidade da Ampicilina na Forma Farmacéutica P6 para Suspensdo Oral. Curso de Pés-
Graduacéo em Farmécia, Porto Alegre: UFRGS 1995. Disserta¢do (Mestrado).
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observado desvio significativo de linearidade, para p > 0,05. O coeficiente de correlacdo
obtido para a reta de calibracdo foi 0,99958. Esses dados demonstram que a curva pode ser
utilizada para a interpolacdo de valores experimentais, visando a determinacao quantitativa do

cloridrato de amiodarona.

O coeficiente de variacdo percentual, determinado na quantificacdo do cloridrato de
amiodarona matéria-prima, foi de 1,71 %, conforme Tabela 26, o que representa boa

reprodutibilidade do método quantitativo por volumetria em meio n&o-aquoso.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica moderna que, apesar de ser
vantajosa por sua alta seletividade, reprodutividade e rapidez, requer o0 manuseio de aparelhos
dispendiosos, limitando sua aplicacdo a laboratorios que possuam este equipamento. Além
disso, € necessario que o operador tenha grande experiéncia com 0 mesmo para a obtencao de

aproveitamento méaximo do sistema *°.

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia liquida ocupa um lugar de
destaque devido a sua facilidade em efetuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo das
espécies quimicas. E um método fisico-quimico que consiste na separacdo dos componentes
de uma mistura através da distribuicdo seletiva destes componentes entre duas fases que estdo

em contato intimo “8.

Esta metodologia permite sua utilizacdo nas mais diversas areas de desenvolvimento e
controle de produtos quimico-farmacéuticos, em virtude de sua versatilidade. Isto pode ser
observado pelo seu emprego na maioria das monografias farmacopéicas como método de

escolha para a quantificagdo de farmacos .

15 GUIMARAES, L. F. L.; COLLINS, C. H. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. In COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L,;
BONATO, R.S. Introducéo a Métodos Cromatograficos. 4. ed. Campinas: Editora da UNICAMP, 1990. Cap. 9 p. 183-238.

“® RENGER, B. System performance and variability of chromatographic techniques used in pharmaceutical quality control.
Journal of Chromatography B., 745 (2000) p. 167-176.

% MORSCH, L. M. Cloridrato de cefetamete pivoxila: validacdo de metodologia de anélise e estudo da estabilidade. Curso
de Po6s-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Farmacéuticas, Santa Maria: UFSM 2002. Dissertagdo (Mestrado).
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Os parametros analiticos escolhidos para a quantificacdo de cloridrato de amiodarona
matéria-prima, por CLAE, satisfizeram os objetivos: pequeno tempo de retencdo do analito,
rapida preparacdo da amostra, fase movel de simples composicao, facil preparo e baixo custo,
favorecendo o aumento de vida Gtil da coluna cromatografica. Conforme descrito na Tabela
10.

Na determinacdo quantitativa do cloridrato de amiodarona, através da CLAE,
verificou-se que a curva de calibracdo, representada na Figura 14, apresentou regressao linear
significativa para p < 0,05 e ndo foi observado desvio significativo de linearidade, para p >
0,05. O coeficiente de correlagdo obtido para a reta de calibracdo foi 0,99943. Esses dados
demonstram que a curva pode ser utilizada para a interpolacdo de valores experimentais,

visando a determinagéo quantitativa do cloridrato de amiodarona.

O coeficiente de variacao percentual médio, que representa a repetibilidade do método,
foi 0,898 %, sendo calculado a partir das areas absolutas determinadas nos cromatogramas

para a execugéo do ensaio de quantificacdo, conforme Tabela 29.

A porcentagem de recuperagdo média obtida para esse meétodo foi 100,1 %,

demonstrando 6tima sensibilidade do mesmo, conforme Tabela 30.

Na avaliagcdo da precisdo intermediaria do método, com diferentes analistas e em
diferentes dias, obteve-se um coeficiente de variagdo percentual de 1,31 % e 1,91 %,

conforme descrito nas Tabelas 31 e 32, respectivamente, demonstrando a precisao do método.

Os limites de concentracdo para deteccao e quantificacdo do cloridrato de amiodarona,
para o método de CLAE, foram 0,215 pg/ml e 0,654 pg/ml, respectivamente.

| 2 utilizando-se

Estes valores foram calculados conforme recomendagéo internaciona
o0 desvio padrdo da resposta e a inclinacdo da curva de calibracdo da substancia quimica de

referéncia.

28 |CH. International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for Human
Use. Guidelines on Validation of Analytical Procedure Federal Register, v. 60, n. 40 (1996) p. 24 — 26.
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As modificacdes efetuadas nos parametros analiticos, na determinacdo quantitativa por
CLAE do cloridrato de amiodarona matéria-prima, demonstraram que o método é robusto

frente a pequenas alterac6es nas condi¢des cromatograficas, conforme Tabela 33.

Os parametros analiticos escolhidos para a validacdo do método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, demonstraram que a metodologia pode ser aplicada na quantificacdo

do cloridrato de amiodarona matéria-prima.

A volumetria em meio aquoso é empregada para a quantificacdo do cloridrato de

1 e Farmacopéia Britanica 2,

amiodarona matéria-prima pela Farmacopéia Européia
constituindo-se no Unico método presente em compéndios oficiais. A obtencdo de valores de
validacdo para esse método serviu para comparacdo com valores obtidos nos diferentes

métodos presentes nesse trabalho.

A curva de calibracdo, determinada para 0 método de titulagio em meio aquoso,
representada na Figura 21, apresentou regressdo linear significativa para p < 0,05 e néo foi
observado desvio significativo de linearidade, para p > 0,05. O coeficiente de correlacdo
obtido para a reta de calibracdo foi 0,99828. Esses dados demonstram que a curva pode ser
utilizada para a interpolacdo de valores experimentais, visando a determinacdo quantitativa do

cloridrato de amiodarona.

O coeficiente de variacdo percentual, determinado na quantificacdo do cloridrato de
amiodarona matéria-prima, foi 0,930 %, conforme Tabela 36, o que representa boa
repetibilidade do método quantitativo por volumetria em meio aquoso.

A analise comparativa entre os métodos apresentados para a quantificacdo do

cloridrato de amiodarona matéria-prima, avaliando-se 0s parametros propostos em suas

1 EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 4. ed. Council of Europe, Strasbourg, 2004.
8 BRITISH PHARMACOPOEIA 2001 CD-ROM, Version 5.0, may 2001, Data © Crow Copyright 2001, Index + © System
Simulation Ltd, The Stationery Office Ltd.
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validacdes, demonstrou que as metodologias estudadas nao diferem estatisticamente (p >

0,05), conforme demonstrado na Tabela 39.

Os estudos realizados nos permitiram verificar que os métodos de determinagédo
quantitativa empregados: espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta, titulagdo em meio
ndo-aquoso, cromatografia liquida de alta eficiéncia e titulagio em meio aguoso sao
estatisticamente equivalentes e podem ser utilizados na quantificacdo de matéria-prima do

cloridrato de amiodarona, conforme ja exposto na Figura 22.



6. CONCLUSOES

O cloridrato de amiodarona pode ser caracterizado através dos métodos
espectroscépicos de infravermelho e ultravioleta e pela determinacdo da faixa de

fuséo.

A cromatografia em camada delgada, empregando placas de silica gel GF;s4, cOMo
suporte, e a mistura de &cido férmico, metanol e cloreto de metileno (5:10:85) (V/V),
como eluente, mostrou-se adequada para identificacdo de cloridrato de amiodarona
matéria-prima, além de conseguir identificar a presenca de Cloridrato de (2-

cloroetil)dietilamina como contaminante da materia-prima.

O método analitico por espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta, para
quantificacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima, empregando metanol como
solvente no comprimento de onda de 242 nm, demonstrou boa linearidade, preciséo e

exatidao.

A espectrofotometria no UV, no comprimento de onda de 242 nm, demonstrou ser
exata, precisa e reprodutivel, podendo ser utilizada para a quantificagdo do cloridrato

de amiodarona matéria-prima.

A determinacdo quantitativa do cloridrato de amiodarona por titulagdo
potenciométrica em meio ndo-aquoso, utilizando mistura de &cido acético glacial e
acetato mercdrico, como solvente, &cido perclérico, como solucdo titulante,
empregando eletrodo de vidro-calomelano para deteccdo, demonstrou boa linearidade,

precisao e exatid&o.
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A titulacdo potenciomeétrica em meio ndo-aquoso demonstrou ser precisa, exata e

reprodutivel na quantificacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizada para quantificacao do cloridrato de
amiodarona matéria-prima, com o emprego das seguintes condi¢des cromatogréaficas:
coluna Supelcosil C18 (150 x 4,6 mm, 5 um); fase movel metanol:hidroxido de
amoneo 25% (98 : 2); deteccdo UV a 242 nm; vazdo 0.8 ml/min; volume de injecdo 20
ul, demonstrou atender aos requisitos de validagdo: linearidade, precisdo, exatidao e

robustez

A metodologia por CLAE, empregada para a quantificacdo do cloridrato de
amiodarona matéria-prima, demonstrou ser precisa, exata e robusta, podendo ser

utilizada para esta determinacao.

A titulacdo potenciométrica em meio aquoso, utilizando mistura de &cido cloridrico e
etanol como solvente, hidroxido de sodio como titulante e eletrodo de vidro-
calomelano para deteccdo, apresentou, como pardmetros de validagdo analitica, boa
linearidade, preciséo e exatidao.

A metodologia empregando titulagdo potenciométrica em meio aquoso, demonstrou se

exata e precisa na quantificacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima.

Os métodos propostos para a quantificacdo do cloridrato de amiodarona matéria-prima
(espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta, titulagdo potenciométrica em meio
ndo-aquoso, cromatografia liquida de alta eficiéncia e titulacdo potenciométrica em
meio aquoso) atenderam aos requisitos de validagdo analitica propostos, néo
apresentando, entre eles, diferencas estatisticamente significativas, demonstrando que
qualquer dos métodos apresentados pode ser utilizado para a determinacédo

quantitativa do cloridrato de amiodarona matéria-prima.
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