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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA PARA
ANALISE DE BESILATO DE ANLODIPINO EM FORMAS
FARMACKEUTICAS

AUTOR: MARCELO DONADEL MALESUIK
ORIENTADORA: PROF?. DR*. SIMONE GONCALVES CARDOSO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de agosto de 2005.

Neste trabalho foram validadas metodologias para determinagdo de besilato de
anlodipino em comprimidos e capsulas. Os métodos utilizados para quantificacdo do farmaco
foram: cromatografia liquida (CL) e espectrofotometria na regido do ultravioleta. O sistema
por CL foi conduzido isocraticamente em temperatura ambiente controlada com coluna de
fase reversa C;g (25 cm x 4.6 mm), usando fase movel composta de acido fosforico 0,1% (v/v)
pH 3,0 : acetonitrila (60:40, v/v) com vazdo de 1,0 mL/min. A detec¢do foi realizada no
ultravioleta a 238 nm. No método espectrofotométrico o fadrmaco foi extraido em 1% de acido
cloridrico 0,1N em metanol (v/v) e sua concentracdo foi avaliada no comprimento de onda de
maxima absor¢do: 238 nm. Os métodos apresentaram linearidade, exatiddo e precisdo, nio
havendo diferenca significativa entre eles. Desenvolveu-se e validou-se, também, método de
dissolucdo do farmaco nas formas farmacéuticas em estudo, utilizando como meio de
dissolugdo 500 mL de 4acido cloridrico 0,01N a 37 + 0,5°C, aparato 1 (capsulas) e 2
(comprimidos), com rotacdo de 50 rpm e quantificagdo por cromatografia liquida e
espectrofotometria na regido do ultravioleta. Os resultados demonstraram linearidade,
especificidade, exatidao e precisao adequadas. Posteriormente, realizou-se teste do perfil de
dissolu¢do e equivaléncia farmacéutica de algumas formulacdes disponiveis comercialmente.
Os testes evidenciaram que a maioria dos produtos comerciais possui boa qualidade e sao

equivalentes farmacéuticos.

Palavras-chaves: besilato de anlodipino, cromatografia liquida, espectrofotometria na regiao

do ultravioleta, dissoluc¢ao.



ABSTRACT
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In this work the quantitative methodologies for determination of amlodipine besilate in
tablets and capsules were validated. The methods used for drug determination were: liquid
chromatography (LC) and ultraviolet spectrophotometry. The LC system was operated
isocratically at controlled-ambient temperature with reverse phase C;g (250 mm x 4.6 mm),
using a mobile phase composed of ortho-phosphoric acid 0.1% (v/v) pH 3.0 : acetonitrile
(60:40, v/v) at a flow rate of 1.0 mL min™. The detection was achieved with an ultraviolet
detector at 238 nm. In the spectrophotometry method the drug was extracted in 1% of 0,1N
hydrochloric acid in methanol (v/v) and its concentration was measured at maximum
wavelength of 238 nm. These two methods showed good linearity, precision and accuracy and
the results obtained were not statistically different. Moreover, a method for the dissolution of
amlodipine besilate in solid dosage formulations was developed and validated. Dissolution
studies were conducted by basket and paddle methods at 37 + 0,5°C in 500 mL of 0,01N
hydrochloric acid at 50 rpm. The quantification was achieved by LC and ultraviolet
spectrophotometry. The data validation showed good linearity, specificity, accuracy and
precision. Afterwards, tests of the dissolution rate and pharmaceutical equivalence of some
available commercial formulations were developed. The tests evidenced that most of the

commercial products possesse good quality and they are pharmaceutical equivalents.

Keywords: amlodipine besilate, liquid chromatography, ultraviolet spectrophotometry,

dissolution.
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1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial (HA) ¢ o principal fator de risco para problemas cardiacos,
doencas renais, derrames e esta fortemente associada com o aumento da mortalidade em todo
o mundo (MUNTWYLER & FOLLATH, 2001).

No Brasil, 10 a 15% da populacdo ¢ hipertensa, sendo que obesos (20 a 40%),
diabéticos (30 a 60%), negros (20 a 30%) e idosos (30 a 50%) constituem os principais grupos
de risco. Na década de 80, as doencas cardiovasculares foram as maiores causas de
mortalidade na populacdo brasileira, ultrapassando as decorrentes de fatores externos
(acidente e outros), neoplasias e moléstias respiratorias (EYE, 2005).

O desenvolvimento da HA depende da interagcdo entre predisposi¢cdo genética e fatores
ambientais, embora ndo seja completamente conhecido, ainda, como estas interacdes ocorrem.
Sabe-se, no entanto, que a hipertensdo ¢ acompanhada por alteragdes funcionais do sistema
nervoso autdbnomo simpdtico, renal, do sistema renina angiotensina, além de outros
mecanismos humorais ¢ disfuncdo endotelial. A hipertensdo resulta, assim, de varias
alteragdes estruturais do sistema cardiovascular que tanto amplificam o estimulo hipertensivo,
quanto causam dano cardiovascular (BROOK, 2004).

O besilato de anlodipino (AND), Figura 1, encontra-se entre os vasodilatadores de
primeira escolha para o tratamento da HA (BISOGNANO et al., 2004). Comercialmente,
encontra-se disponivel nas seguintes formas farmacéuticas: comprimidos (concentragdes: 2,5
mg, 5 mg e 10 mg) e capsulas magistrais. Estd, também, disponivel na forma de capsulas em
associagdo com maleato de enalapril, losartan e ramipril, e na forma de comprimidos em

associa¢do com valsartan e ramipril.

Figura 1 — Estrutura quimica do besilato de anlodipino (BRITISH PHARMACOPOEIA,
2003).
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A evolucao tecnologica no desenvolvimento e producdo de medicamentos exige o
cumprimento de diretrizes regulamentadas para prevenir os riscos na qualidade e seguranca
dos produtos. A garantia da qualidade ¢ um importante aspecto a ser considerado desde o
projeto até a liberacdo do produto ao consumidor. Os 6rgdos oficiais exigem que as empresas
produtoras realizem ensaios de controle de qualidade em todas as fases do processo de
fabricacdo. Estas normas sdo dinamicas e devem ser atualizadas para acompanhar a evolugao
tecnoldgica dos processos, novos equipamentos e gerenciamento da qualidade.

No mercado brasileiro o AND encontra-se comercializado por varios laboratorios e,
em face de fatores econdmicos, torna-se interessante a utilizagdo de genéricos e similares
como alternativa aos produtos inovadores, desde que se garantam seguranga e eficacia
equivalentes.

Os comprimidos e capsulas, tanto magistrais como comerciais, devem cumprir com as
especificagdes atualizadas da Farmacopéia Brasileira ou outros cddigos autorizados pela
legislacdo vigente relacionadas a identidade, pureza, poténcia, uniformidade de conteudo,
tempo de desintegracdo e velocidade de dissolucdo. Na auséncia de monografia oficial, torna-
se imprescindivel o desenvolvimento e validacdo de métodos, para que se possa avaliar a
qualidade dos produtos farmacéuticos desde a matéria-prima até a forma farmacéutica e,
posterior, garantia da manuten¢do da estabilidade.

Encontram-se na literatura metodologias para analise AND em matéria-prima,
comprimidos e fluidos bioldgicos, mas ndo existe monografia oficial para analise desse
farmaco em formas farmacéuticas.

Considerando o exposto, o presente trabalho buscou desenvolver e validar
metodologia analitica para determinagdo do AND em formas farmacéuticas, cujos resultados
estdo apresentados no Capitulo II. Visou, também, realizar avaliagdo de comprimidos e
capsulas por meio de ensaios de dissolugdo, apresentados no Capitulo III. Estudo comparativo
de alguns produtos disponiveis no mercado nacional foi igualmente realizado e apresentado

no Capitulo I'V.



19

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar metodologia para avaliar a qualidade de comprimidos e capsulas

magistrais de besilato de anlodipino.

1.1.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar método por cromatografia liquida para determinagdo

quantitativa de AND em comprimidos e capsulas.

e Desenvolver e validar método por espectrofotometria para determinagdo quantitativa

de AND em comprimidos e c4psulas.

e Realizar estudo comparativo dos métodos propostos.

e Desenvolver e validar método de dissoluc¢ao para comprimidos e capsulas.

e Realizar estudo de equivaléncia farmacéutica para avaliar a intercambialidade de

alguns produtos comerciais.
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3 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracoes Gerais

Os bloqueadores dos canais de calcio ou antagonistas do ion calcio foram introduzidos
na década de 70 como vasodilatadores coronarios ¢ tém, desde entdo, alcancado
reconhecimento notavel no tratamento da hipertensdo arterial (LANG et al, 1990;
BISOGNANO et al., 2004). A descoberta desses compostos foi realizada pelo grupo do
pesquisador Albrecht Fleckenstein, que conduziu a investigagdo em uma classe muito
heterogénea de substancias, as quais proporcionavam inibi¢do do fluxo de célcio nos canais
presentes na membrana celular, com posterior reducdo da pressao arterial (STEFFEN, 1999).

Conforme sua estrutura quimica, os bloqueadores dos canais de cdlcio podem ser
divididos em quatro grupos: fenilalquilaminas (prototipo: verapamil), dihidropiridinas
(prototipo: nifedipina), benzotiazepinas (prototipo: diltiazem) e difenilalquilaminas
(prototipo: cinarizina) (NAYLER, 1990; ZWIETEN & PFAFFENDOREF, 1993; STEFFEN,
1999). Outros autores, no entanto, classificam apenas como dihidropiridinas e nao-
dihidropiridinas (TIGLE & RAMPE, 1989; MUNTWYLER & FOLLATH, 2001;
EISENBERG et al., 2004; BISOGNANO et al., 2004).

Com os avancos nos estudos destes compostos, notou-se efeitos indesejaveis
provenientes da terapia com alguns fdrmacos, tais como, interacdo pelo sistema citocromo
P450, acao neuronal e efeito temporario. A partir disso, tentou-se obter substancias com maior
seletividade e duragdo do efeito. Estes estudos ocorreram, em particular, dentro da classe das
dihidropiridinas, as quais obtiveram melhor resposta (PAHOR et al., 1995; STEFFEN, 1999).
Chegou-se, assim, ao besilato de anlodipino, um bloqueador dos canais de célcio classificado
como dihidropiridina de terceira geracdo, que possui, dentre os objetivos buscados, 6tima
farmacocinética e farmacodinamica, com maior seletividade e duragdo do efeito (STEFFEN,

1999).

2.2 Farmacocinética

O AND ¢ absorvido no trato intestinal e alcanga picos de concentragdo plasmaticos

entre 6 a 12 horas, com biodisponibilidade de 60 a 80% (EISENBERG et al., 2004;
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STEFFEN, 1999). O equilibrio estacionario ¢ alcangado no sétimo dia, com uma
administracdo diaria e duragdo de efeito de 24 horas (BURGES & DODD, 1990;
FAULKNER et al., 1986).

Possui um amplo volume de distribuicdo, com ligacdo as proteinas plasmaticas em
torno de 95%. O metabolismo hepatico do besilato de anlodipino ¢ lento. Menos de 10% da
dose oral administrada ¢ excretada na forma inalterada. Os metabolitos sdo derivados
piridinicos sem propriedades bloqueadoras de calcio, com 60% excretados pela urina e,
aproximadamente, 25% nas fezes. Possui uma meia vida de elimina¢do muito longa, em torno
de 35 — 50 horas (ALBERNETHY, 1992; STEFFEN, 1999).

Em pacientes com insuficiéncia renal ndo mostrou acimulo, mas a eliminagdo foi
retardada em pacientes com cirrose hepdtica, sendo recomendado monitorar a terapia nestes

casos (ALBERNETHY, 1992).

2.3 Atividades farmacoldgicas

O AND esté entre os farmacos de primeira escolha e representa um avango terapéutico
no tratamento da hipertensao arterial, angina e outras doengas coronarias (MUNTWYLER &
FOLLATH, 2001; BISOGNANO et al., 2004).

Estudos pré-clinicos realizados em modelos animais demonstraram que o tratamento
com este farmaco mantém uma pressao sanguinea baixa, sem taquicardia reflexa (BURGES &
DODD, 1990). Estudo realizado em ratos, superior a trinta semanas, demonstrou que o AND
impediu o aumento da pressdo arterial, sem o desenvolvimento de hipertrofia no miocardio
(STEFFFEN, 1999). O enriquecimento de colesterol na dieta de ratos e coelhos, com
administracao adicional de AND, reduziu o desenvolvimento de lesdes nos vasos por
arteriosclerose (FLECKESNSTEIN, et al., 1992). O pré-tratamento com o firmaco também
preveniu isquemia induzida em ratos e, em um grupo de caes, mostrou redu¢do do infarto
(SOBEY et al., 1992).

Estudos clinicos realizados em 210 pacientes demonstraram que a pressdo arterial,
registrada em posi¢do supina e sentado, durante as 12 e 24 horas iniciais da administracdo da
dose oral (2,5 — 10 mg), apresentou redu¢cdo em todos os casos, sem alteracdo significativa na

taxa cardiaca (MEHTA, et al., 1993).
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Os efeitos da terapia anti-angina com AND e placebo foram investigados em 136
pacientes em estado de angina pectoris, inadequadamente controlada por B-bloqueadores.
Neste estudo demonstrou-se que a administracdo do farmaco levou a um decréscimo na
freqliéncia dos ataques de angina em 52 a 67% dos casos. Acarretou, também, uma melhora
nas condi¢des fisicas, prolongadas significativamente apdés 4 semanas de tratamento
(DIBIANCO et al., 1992). Estudos com 825 pacientes (43% com infarto prévio do miocardio
e 65% utilizando terapia de B-bloqueadores) foram escolhidos ao acaso e seguidos por 3 anos.
A terapia com AND, comparada com o placebo, reduziu a hospitalizacdo por angina em 35 %
dos pacientes e os procedimentos de re-vascularizagao em 46% dos casos (STEFFEN, 1999).

Segundo Muller et al. (1989), estudos t€ém mostrado que o infarto do miocardio, morte
subita e isquemia silenciosa do miocardio, apresentam maior incidéncia nas primeiras horas
da manha. Algumas fungdes fisiologicas sdo aumentadas nestas horas, como a taxa cardiaca e
a pressdo sanguinea. A elevagao da atividade simpatica a-receptora, associada com o aumento
na resisténcia periférica, ¢ observada em individuos normais e hipertensos nas primeiras horas
da manha (RAFTERY, 1991). Além disso, estudos clinicos tém mostrado que a
farmacocinética e a farmacodindmica de alguns fairmacos usados no tratamento da hipertensao
e isquemia, como, propranolol, nitratos organicos e nifedipina, possuem varidveis na sua
concentragdo durante o dia (LEMMER et al., 1991). Nesta complexa situagdo, farmacos como
o AND sdo recomendaveis, pois possuem baixa variacdo dos niveis plasmaticos e meia vida

de eliminagdo longa (FAULKNER et al.,1986; RUDD, 1993).

2.4 Relacao estrutura-atividade

O AND possui dois estereoisomeros [R(+),S(-)]. Estudos de relagdo estrutura-
atividade demonstraram que somente o isdmero S(-) possui a a¢do vasodilatadora (OHMORI
et al., 2003).

Com o intuito de avaliar a atividade antagonista dos canais de calcio em aorta de rato,
Alker et al. (1991) desenvolveram analogos do AND. Os autores detectaram a diminuig¢do da
referida acdo com o aumento da cadeia dos grupos ésteres. A poténcia também foi diminuida

quando o C3 do éster sofreu alguma substituigao.
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2.5 Mecanismo de acio

O mecanismo de acdo do AND deve-se ao efeito relaxante direto da musculatura lisa
vascular pelo bloqueio seletivo dos canais de cdlcio presentes na membrana celular, com
posterior redu¢do da pressdo arterial (BISOGNANO et al., 2004).

O mecanismo antiangina preciso pelo qual o AND age ainda ndo foi completamente
elucidado, mas estudos indicam reducao do grau de isquemia total. AND dilata as arteriolas
periféricas e, desta forma, reduz a resisténcia vascular periférica total contra o trabalho
cardiaco. Com a freqiiéncia cardiaca estavel, esta reducdo da taxa diminui o consumo de
energia miocardica e, conseqlientemente, a necessidade por oxigénio. O besilato de
anlodipino produz dilatagdo das artérias corondrias principais e arteriolas coronarias, em
varias regides, tanto normais, como isquémicas, aumentando a liberacdo de oxigénio no
miocardio em pacientes com espasmo coronariano arterial (BISOGNANO et al., 2004;
STEFFEN, 1999).

Experimentos com modelos animais e vasos coronarios humanos in Vvitro
demonstraram o bloqueio da constricdo e restauracdo do fluxo nas artérias corondrias e
arteriolas, inibindo o espasmo coronario, confirmando, assim, a agdo anti-angina mencionada

anteriormente (MUNTWYLER & FOLLATH, 2001).

2.6 Interacoes e reacoes adversas

A administracdo diaria de uma dose de AND nao causa efeitos colaterais de maiores
preocupagdes, provendo um tratamento seguro e efetivo por 24 horas em pacientes com
doengas coronarianas e hipertensdo arterial. Estudos realizados com 100 pacientes
demonstram que 13,8% apresentaram leve edema de perna como o evento mais freqiliente
(STEFFEN, 1999).

O AND nao possui interagdes e reagdes adversas quando administrado concomitante
com digoxina, cimetitina, nitroglicerina, antiiflamatérios ndo esterdides, antibidticos,
hipoglicemiantes orais e alguns diuréticos (BURGES & DODD, 1990). Estudos
farmacocinéticos evidenciam que o farmaco nao altera significativamente a farmacocinética

da ciclosporina e varfarina (NAYLER, 1990).
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As taxas de absor¢ao ou niveis plasmaticos ndo sofrem influéncia significativa na
ingestdo simultinea de alimentos (FAULKNER et al.,1989). E bem tolerado ¢ ndo exerce

efeitos desfavoraveis no metabolismo de carboidratos e lipideos (STEFFEN, 1999).

2.7 Contra indicacoes

AND ¢ contra-indicado somente quando o paciente possui hipersensibilidade as

dihidropiridinas ou algum componente da formulagdao (STEFFEN, 1999).

2.8 Descricao (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2003)

e Nome quimico: (4 R,S)-3-etil-5metil-2-(2-amino-etoxi-metil)-4-(2-clorofenil)l,4-
diidro-6-metil piridino 3,5-dicarboxilato monobenzo sulfonato.

e Registro no Chemical Abstracts Service (CAS): 111470-99-6

e Formula molecular: CycH31CIN,OgS

e Peso molecular: 567,1

e Composicao elementar: C 55,07%; H 5,51%; Cl 6,25%; N 4,94%; O 22,57%; S
5,56%.

e Apresentagdo e solubilidade: p6 branco, pouco soliivel em 4dgua e 2-propanol, soltvel
em metanol e em etanol.

e Ponto de fusdo: 203 °C

2.9 Métodos de determinacio e estudos de estabilidade

Na literatura ha varios métodos analiticos desenvolvidos para analise de AND, sendo a
espectrofotometria a técnica mais comumente utilizada.

Na Farmacopéia Britanica (2003) encontra-se descrito método para determinagdo de
besilato de anlodipino como matéria-prima. O método indicado ¢ a cromatografia liquida
(CL) com deteccao ultravioleta, empregando como fase movel
acetonitrila:metanol:trietilamina 0,7% (V/V, em é4gua) (15:35:50), com pH ajustado para 3,0

com acido fosforico.
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Em 2005, foram desenvolvidos e validados, por Basavaiah et al. (2005), métodos por
cromatografia liquida e espectrofotometria no visivel para determinacdo de AND em
comprimidos. O método cromatografico utilizou coluna de fase reversa e fase movel
composta de 0,1% de acido fosforico (pH 3,0): acetonitrila (20:80), a uma vazao de 1 ml/min.,
com deteccdo em 238 nm. O método espectrofotométrico baseou-se na brominagdo do AND
em um excesso conhecido de uma mistura de bromato-brometo em meio acido, seguido pela
determina¢do de brometo pela reagdo com amarelo de metanila. Mediu-se sua absorvancia em
530 nm. Ambos os métodos demonstraram ser precisos e exatos, com boa sensibilidade.

Baranda et al. (2004) determinaram anlodipino em formas farmacéuticas por CL com
deteccdo amperométrica, utilizando coluna C;g a 30 + 0,2°C, com fase movel constituida de
acetonitrila:tampao acetato 10 mM (72:28, V/V) eluida a uma vazdo de 1 ml/min. O método
foi validado levando em consideracdo os pardmetros de linearidade, precisdo, exatiddo e
limite de detecgdo e quantificacio.

Klinkenberg et al. (2003) utilizaram a CL para a determinagdo de residuos de
anlodipino em superficies de equipamentos utilizados na industria farmacéutica. Seu
desenvolvimento foi baseado nas condigdes propostas pela Farmacopéia Britanica (2002),
sendo que o método demonstrou ser sensivel, linear, exato e preciso.

Rahman & Hoda (2003) desenvolveram métodos espectrofotométricos para analise de
anlodipino em formas farmacéuticas. O primeiro método foi baseado na reagdo de
complexagdo do farmaco com 2,3-dicloro 5,6-diciano 1,4-benzoquinona para produzir um
produto colorido com absor¢ao em 580 nm. O método apresentou linearidade, cumprindo com
a Lei de Beer na faixa de 1-125 pg/ml. O segundo procedimento apresentado baseou-se na
reacdo do farmaco com acido ascérbico em N,N-dimetilformamida, formando composto com
absor¢cao em 530 nm. Os métodos foram validados estatisticamente.

Outro método espectrofotométrico, apresentado por Rahman & Azmi (2001), foi
baseado na reagdo do grupo amino primario do farmaco com ninhidrina em N,N-
dimetilformamida, produzindo um complexo colorido com méximo de absor¢do em 595 nm.
O método foi linear de 10 — 60 pg/ml, com CV% de 0,66%. Nao foram observadas
interferéncias entre o fArmaco e os excipientes presentes nas formas testadas.

Métodos colorimétricos foram igualmente apresentados por Sridhar et al. (1997) para
determinagdo de anlodipino em matéria-prima e comprimidos. O primeiro método baseou-se
na reacdo de complexacdo do fadrmaco com azul de bromotimol. O complexo formado foi

extraido com cloroférmio e apresentou maximo de absor¢do em 405 nm. A reagdo de
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formagdo de produto de acoplamento oxidativo entre o farmaco e 3-metil-2-benzotiazolinona-
hidrazona, na presenga de sulfato cérico amoniacal, com absor¢do maxima em 605 nm, foi
utilizada para o desenvolvimento do segundo método. Ambos os métodos cumpriram a Lei de
Beer entre 5-40 pg/ml.

A determinac¢do simultinea de atenolol e anlodipino em comprimidos através de
cromatografia em camada delgada de alto desempenho foi apresentada por Argekar & Powar
(2000). Os autores utilizaram placas aluminizadas de silica-gel 60F 254 como fase
estacionaria e cloreto de metileno:metanol:solu¢do de amoénia 25% (8,8:1,3:0,1, V/V) como
fase movel. A detecgdo foi realizada por densitometria utilizando detector ultravioleta em 230
nm. Os fatores de retengdo foram 0,33 e 0,75 para atenolol e anlodipino, respectivamente.

Ragno et al. (2002) desenvolveram estudos sobre a fotoestabilidade de anlodipino. O
método utilizado foi a espectrofotometria derivada de terceira ordem. Através do método foi
possivel determinar o farmaco na presenca do principal fotoproduto, a piridina. Ragno et al.
(2003) testaram diferentes formulagdes incluindo ciclodextrinas, lipossomas ¢ microesferas
para determinar, entre estas, a que proporciona maior fotoestabilidade ao produto. O melhor
resultado foi encontrado utilizando microesferas.

Basavaiah et al. (2003) realizaram determina¢do de anlodipino e felodipino em
matéria-prima e formulagdes por espectrofotometria no visivel usando ferro(IIl) e
ferrocianato. O método baseou-se na reducao do ferro(IIl) em meio acido com subseqiiente
interacao com ferro(Il) e ferrocinanato, proporcionando coloragdo caracteristica para ambos
os farmacos.

Para determinacdo do besilato de anlodipino em plasma ou fluidos bioldgicos foram
apresentados os seguintes métodos: cromatografia gasosa (MONKMAN et al., 1996),
cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (YASUDA et al., 1996; STREEL
et al., 2002), cromatografia liquida com detec¢do eletroquimica utilizando coluna quiral
(JOSEFSSON & NORLANDER, 1996), imunoensaio (MATALKA et al., 2001) e CL com
detecgdo por fluorescéncia (TATAR & ATMACA, 2001).

Estudos de dissolugdo in vitro, essenciais para avaliacdo das propriedades

biofarmacotécnicas de forma farmacéutica de uso oral, ndo foram encontrados na literatura.
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3. CAPITULO I - CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE
REFERENCIA (SQR)

3.1 Introducao

O desenvolvimento de um método analitico depende de diversos fatores para oferecer
resultados apropriados. Dentre esses, a substancia utilizada como referéncia constitui-se em
fator principal. Neste sentido, a pureza da SQR ¢ essencial para a validagdo de métodos
analiticos. De acordo com o FDA, existem duas categorias de SQR: compendiais, as quais sao
obtidas de fontes como USP e ndo necessitam de caracterizagdo posterior e as nao
compendiais, que s3o aquelas com elevado teor de pureza, mas que devem ser
cuidadosamente caracterizados para garantir sua identidade, poténcia e pureza (SWARTZ &
KRULL, 1998).

Métodos adequados de identificagdo sdo de fundamental importancia, pois permitem
caracterizar a substancia utilizada como referéncia. No presente trabalho realizaram-se
analises espectroscopicas, tais como: RMN de hidrogénio e carbono, infravermelho e

ultravioleta.

3.2 Substancia quimica de referéncia

Utilizou-se como SQR matéria-prima de besilato de anlodipino, com teor declarado de

101,42%, identificado pelo lote n® 260401, adquirido do laboratério Delaware®.

3.3 Identifica¢ao da SQR
3.3.1 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H (RMN 'H)
O espectro de RMN 'H do besilato de anlodipino foi obtido em espectrometro Brucker

modelo DPX, registrado a 400,13 MHz, usando como solvente CDCl;. O espectro

correspondente estd ilustrado na Figura 3.
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Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios estdo apresentados a seguir € estdo em
acordo com a literatura (KIM et al., 2002; SILVERSTEIN, 2000). As atribui¢des realizadas,

apresentadas por letras, estdo indicadas na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica do besilato de anlodipino marcada com as letras referentes aos
deslocamentos de hidrogénios obtidos com RMN 'H.
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Figura 3 — Espectro de RMN 'H do besilato de anlodipino SQR (400 MHz, CDCl;).
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O singleto apresentado em 6 7,86 pode ser atribuido aos hidrogénios aminicos. Na
regido de & 7,84 — 6,99 aparecem os multipletos dos hidrogénios do anel sulfonila e fenila
substituida. O singleto em 0 5,3 pode ser atribuido as ligacdes sp3 da ligacdo dos anéis. Em &
4,6 aparece o singleto dos hidrogé€nios pertencentes ao carbono do éter ligado ao anel
piridinico. O tripleto em & 4,0 pode ser atribuido aos hidrogénios do carbono do éter ligado a
metila. Em ¢ 3,5 e 3,6 encontram-se os hidrogénios dos carbonos ligados aos oxigénios dos

ésteres. O singleto em & 2,1 representa os hidrogénios da metila ligada ao anel piridinico.

3.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de BC (RMN BC)

O espectro de RMN °C do besilato de anlodipino foi obtido em espectrometro
Brucker modelo DPX, registrado a 400 MHz, usando como solvente CDCl;. O mesmo
encontra-se ilustrado na Figura 5.

As atribuigdes dos carbonos do besilato de anlodipino ndo foram encontradas na
literatura consultada. As mesmas foram descritas baseadas nos deslocamentos quimicos
encontrados na literatura pertinente e estdo representadas por letras na Figura 4
(SILVERSTEIN, 2000).

Entre os principais sinais pode-se destacar & 39,6 relativo ao carbono ligado ao NH» e
em o 50,6 indicando a metila ligada somente ao oxigénio do éster. O sinal & 59,8 pode ser
atribuido ao carbono ligado ao anel pinidinico e ao oxigénio do éter. Os sinais em & 66,6 ¢
68,1 sdo referentes aos carbonos ligados ao oxigénio do éster e do éter, respectivamente. Os
dois carbonos do anel piridinico ligados aos ésteres possuem seus respectivos sinais em o
102,1 e 103,3. Na regido dos carbonos aromaticos aparecem os sinais 6 125 — 145, sendo que
em o 125,6 e 128,7 aparecem os sinais de maior intensidade dos carbonos de dupla ligacao da

sulfonila. Em 6 167,2 e 167,9 aparecem os sinais referentes as duas carbonilas dos ésteres.
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Figura 4 — Estrutura quimica do besilato de anlodipino marcada com as letras referentes aos
deslocamentos de carbonos obtidos com RMN *C.
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Figura 5 — Espectro de RMN "*C do besilato de anlodipino SQR (400 MHz, CDCl5).

3.3.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho do besilato de anlodipino SQR foi
obtido em espectrofotdmetro RUKER IFS28, utilizando pastilhas de brometo de potassio. Na
Figura 6, verificam-se as seguintes bandas caracteristicas (cm'l): 3298; 3068; 2975; 2940;

1700; 1669; 1495; 1311; 1203; 1121; 1091 e 753.
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As atribui¢des das bandas caracteristicas nao foram encontradas na literatura
consultada. As mesmas foram descritas baseadas na literatura pertinente (SILVERSTEIN,
2000).

A banda de deformagio axial na regido de 3298 cm™ refere-se as vibragdes N — H,
enquanto que em 3068 cm™ refere-se a deformagéo axial de aromaticos C—-H. Em 2975 cm’
observa-se banda de deformacdo axial simétrica referente a CHs, enquanto que em 2940 cm™
e 753 cm™' observam-se as bandas de deformacdo assimétrica axial e angular de CHa,
respectivamente. As bandas de deformacdo axial referentes as ligagdes C=0O aparecem em
1700 ¢ 1669 cm™. Em 1311 e 1203 cm™ observa-se a deformagio axial referente a ligagdo C—
O e, em 1121 cm™, a deformacdo axial da ligagio C—O—C. A banda em 1091 cm™ pode ser

atribuida a deformacgao axial da ligacdo C—N.
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Figura 6 — Espectro na regido do infravermelho do besilato da anlodipino SQR.

3.3.4 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta

O espectro de absor¢do foi tragado na regido de 200 — 400 nm, utilizando como

solvente 1 % de HCI 0,IN em metanol (V/V), em espectrofotdometro Shimadzu UV/VIS



32

1601PC. Empregou-se cubetas de quartzo de 1 cm de percurso 6tico € 0 mesmo solvente
como branco.

O espectro do besilato de anlodipino na concentragao de 20 ng/mL est4 apresentado na
Figura 7, onde observam-se os seguintes maximos: 238 nm e 360 nm. Estes, podem ser
atribuidos as transi¢des eletronicas m — m* aromaticas e das transi¢cdes dos elétrons nao
ligantes do oxigénio n — w*, respectivamente. Estes maximos de absor¢do estdo de acordo

com a literatura (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2003).
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Figura 7 — Espectro de ultravioleta do besilato de anlodipino SQR, na concentra¢do de 20
ug/mL, utilizando como solvente 1% de HC1 0,1N em metanol (V/V).

Tendo em vista os resultados obtidos nas analises espectroscopicas da matéria-prima,
que garantiram a identidade do farmaco, utilizou-se a mesma como substancia quimica de

referéncia.
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4. CAPITULO II - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOLOGIA DE ANALISE QUANTITATIVA

4.1 Introducao

O crescente avango tecnoldgico da industria farmacéutica faz com que ela atue no
mercado mundial como uma grande poténcia, produzindo novos medicamentos para atender
as necessidades de uma grande parcela da populagdo. Durante o desenvolvimento
farmacéutico a andlise do farmaco ¢ necesséaria nas diversas fases do processo, tais como,
estudo de formulacdo e de estabilidade, controle de qualidade e em testes farmacologicos e
toxicoldgicos realizados em animais e humanos. A falta de métodos confidveis de avaliag@o
da qualidade dos produtos farmacéuticos limita a eficiéncia dos programas de validacao e da
vigilancia desses produtos (MEHTA, 1997; SWARTZ & KRULL, 1998).

O objetivo da validacdo de um método ¢ demonstrar que o procedimento analitico ¢
adequado para o proposito pretendido. Esse processo nos fornece uma evidéncia documentada
que assegura a credibilidade do método para o qual ¢ indicado. A escolha de um método
depende, por sua vez, de varios fatores, tais como: natureza do fdrmaco, complexidade,
pureza e quantidade de amostra, bem como, do proposito do método, ou seja, qualitativo,
semi-quantitativo ou quantitativo. As disponibilidades econdmicas, de equipamentos e
reagentes, devem, também, ser consideradas (AVENDANO, 1993; MEHTA, 1997; SWARTZ
& KRULL, 1998).

Diversos guias contendo diretrizes sobre a validacdo de procedimentos analiticos estao
disponiveis atualmente, como ICH (1996) e a USP 28 (2004). Segundo estes guias, os

principais parametros a serem avaliados na valida¢ao de um método sdo:
e Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracao da substancia em exame, dentro de uma variagdo. Os resultados
correspondentes a cada diluicdo da SQR sao plotados em grafico da resposta absoluta versus

concentragdo. A equacdo da reta, para a representacdo grafica da curva de calibracdo, ¢
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determinada através do estudo de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados, e

validada pela analise de variancia (ANOVA).

e Especificidade

A especificidade de um método representa sua capacidade de avaliar de forma
inequivoca a substancia em exame na presen¢a de componentes que poderiam interferir com a
sua determinag¢do numa mistura complexa. Corresponde ao grau de interferéncia de espécies

como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacgdo.

e Precisao

Apresenta o grau de concordancia entre os resultados de analises individuais quando o
método ¢ aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogénea, em idénticas
condigoes de testes.

A precisdo pode ser medida através da repetibilidade, da precisdo intermedidria e da
reprodutibilidade. A repetibilidade ¢ efetuada através de varias andlises, nas mesmas
condi¢des em curto intervalo de tempo. Essa determinacdo deve ser feita a partir de um
minimo de nove determinagdes, contemplando o limite de variagdo do método, ou seja, trés
concentragdes (baixa, média e alta), com trés réplicas cada, ou a partir de no minimo de seis
determinagdes a 100% da concentracdo teste. A precisdo intermedidria expressa o efeito das
variagdes dentro do laboratorio devido a eventos como diferentes dias, analistas ou
equipamentos. A reprodutibilidade se refere ao uso do procedimento analitico em diferentes
laboratorios, como parte de um estudo colaborativo.

A precisdo normalmente ¢ expressa através de coeficiente de variagdo percentual
(CV%) ou desvio padrao relativo (DPR), e pode ser avaliada através de testes estatisticos
como o Teste F.

Para todos os métodos validados neste trabalho a precisdo foi determinada a partir de
seis determinagdes a 100% da concentra¢do de trabalho em um mesmo dia, sob as mesmas
condigdes (repetibilidade). A precisao intermedidria foi realizada a partir de analises

realizadas em diferentes dias, sob as mesmas condigoes.
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¢ Robustez

A robustez corresponde a capacidade de um método de ndo ser afetado por uma
pequena e deliberada modificacdo em seus pardmetros, como por exemplo: propor¢do e pH da
fase modvel, temperatura, comprimento de onda, estabilidade da solugdo analitica, tempo de

extragdo, entre outras.

¢ Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia. E expressa como o percentual de resposta (%
de recuperacdo) que pode ser obtida através do ensaio de uma quantidade conhecida da

substancia em exame incorporada em um meio de composicao definida.

¢ Limite de Deteccao

O limite de detecg¢do representa a menor concentragdo da substdncia em exame que
pode ser detectada com um certo limite de confiabilidade utilizando um determinado

procedimento experimental.

¢ Limite de Quantificacao

O limite de quantificagdo representa a menor concentracdo da substancia em exame
que pode ser quantificada com precisdo e exatidao, utilizando um determinado procedimento

experimental.

Os guias citados anteriormente reconhecem que ndo existe necessidade de avaliar
todos os parametros de performance analitica. O tipo de método e seu respectivo uso
determinam quais parametros devem ser investigados (SWARTZ & KRULL, 1998). Para os
ensaios de determinagdo quantitativa a especificidade, a precisdo, a exatiddo e a linearidade
devem ser consideradas (ICH, 1996; USP 28, 2004).

No decorrer deste capitulo serdo apresentados os métodos por cromatografia liquida e

espectrofotometria no ultravioleta que foram desenvolvidos e validados, de acordo com ICH
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(1996) e USP 28 (2004), para determinagdo quantitativa de besilato de anlodipino em
comprimidos e capsulas.

Além dos métodos indicados avaliou-se, também, a utilizagdo da volumetria de
neutralizagdo em meio ndo aquoso. Os resultados obtidos ndo foram adequados para

determinagdo quantitativa do farmaco em estudo.

4.2 Produtos farmacéuticos

e Comprimidos contendo 6,9 mg de besilato de anlodipino, com o nome
comercial de Norvasc®, fabricados pela Pfizer, lote 304-05017A, fabricagdo

12/2003 e validade 12/2006.

Excipientes: estearato de magnésio, amidoglicolato de sdédio, fosfato de calcio

dibéasico anidro, celulose microcristalina.

e C(Capsulas contendo 6,9 mg de besilato de anlodipino, manipuladas pela
farmacia Nova Derme, lote 8786, fabricacao 24/09/2004 ¢ validade

extemporanea.

Excipientes: estearato de magnésio, amidoglicolato de sddio, amido, fosfato de

calcio dibasico, celulose microcristalina.

4.3 Solventes e reagentes

e Acetonitrila, Tedia®

e Acido orto-fosforico 85%, Merck®
e Acido cloridrico, Merck®

o Agua destilada®™

o Agua purificada®

e FEtanol, Tedia®

e Gas hélio, White Martins®

e Hidroxido de sédio, Merck®

e Metanol, Tedia®
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e Peroxido de hidrogénio, Belga Quimica®

e Trietilamina, Merck®

4.4 Equipamentos e acessorios

e Agitador magnético com aquecimento, Marconi®

e Agitador mecénico, Nova Etica®

e Balanca analitica, Sartorius®

e Banho de ultra-sonico, Thornton®

e Bomba de vacuo, Primar®

e Centrifuga, Jouan®

e Coluna cromatografica de fase reversa octadesilcilano Luna® (250 mm x 4,6
mm d.i.) 4 pm, Phenomenex®

e Coluna cromatografica de fase reversa octadesilcilano LichroCART® (250 mm
x 4,6 mm d.i.) 4 pm, Merck®

e Cromatografo liquido Shimadzu equipado com controlador SCL-10 AD,,,, com
bomba modelo LC-10AD, detector com comprimento de onda varidvel
UV/VIS modelo SPD-10 AD,, injetor automatico com “loop” variavel SIL-10
AD,, e integrador automatico computadorizado através do software CLASS
VP 5.0%.

e Destilador, Biomatic®

e Espectrofotometro UV-VIS, Shimadzu®

e Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 um, 47 mm, Sartorius®

e Membrana filtrante de celulose regenerada, porosidade 0,45 pum, 13 mm,
Sartorius”

e Lampada ultravioleta TUV 30W/G30 T8, 254nm, Philips®

e Potencidmetro, Fieldlab Schott®

e Termdmetro de imersio, Incoterm®
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4.5 Cromatografia liquida (CL)

As condigdes experimentais estabelecidas para analise do besilato de anlodipino,

através do método de CL, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros utilizados para execu¢do do método por cromatografia liquida.

Caracteristicas Descricao
Coluna Luna® Cis (250 mm x 4,6 mm d.i.) 4 um, Phenomenex
Fase movel Acetonitrila : Solugdo A (40:60, V/V)

Solugdo A: Acido fosforico 0,1% (V/V) pH 3.0
(ajustado com trietilamina)

Vazao 1,0 mL/min.
Comprimento de onda 238 nm
Volume de inje¢ao 20 ul

Os constituintes da fase movel foram misturados e filtrados, sob vacuo, através de
membrana de nylon com porosidade de 0,45 um e 47 mm de diametro, e desgaseificados com
gas hélio durante 10 minutos. A coluna foi previamente estabilizada, através da passagem da
fase movel, durante 30 minutos, com vazdo de 1 mL/min. Todas as amostras foram filtradas

em membrana de celulose regenerada com porosidade de 0,45 pm, antes de serem analisadas.

4.5.1 Validacao do método analitico

A validagao foi conduzida de acordo com ICH (1996) e USP 28 (2004). Os parametros
de validagdo utilizados foram: especificidade, linearidade, precisdao (repetibilidade e precisao

intermediaria), robustez, exatidao e limite de detec¢do e quantificagao.
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4.5.1.1 Especificidade

A especificidade do método analitico foi determinada pelo estudo da degradacao
forgada da SQR. O farmaco foi submetido a condig¢des de hidrélise acida e basica, fotolise e
oxidacdo quimica (SINGH & BAKSHI, 2000). No acompanhamento do estudo de degradagao
forcada da SQR foram avaliados os seguintes parametros: pureza do pico e porcentagem de
area referente ao besilato de anlodipino, realizada através do programa CLASS VP 6.14. Os
espectros do AND e dos produtos formados foram obtidos por detector de arranjo de diodos

(DAD) e foram tracados na faixa de 200 a 400 nm.

e Preparagdo da SQR nas condi¢des normais (tempo zero)

Pesou-se, analiticamente, 10 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 100
mL. Completou-se o volume com metanol, obtendo-se solugdo com concentracao de 100
ug/mL. Foi transferida aliquota de 2,0 mL para baldao volumétrico de 10 mL. O volume foi

completado com fase mével, obtendo-se solugao com concentracao de 20 pg/mL.

e Hidroélise acida

Pesou-se, analiticamente, 10,0 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de
10 mL. Solubilizou -se com 1 mL de metanol e completou-se o volume com acido cloridrico
0,1N, obtendo-se solu¢do com concentragdo de 1 mg/mL. Deixou-se a solucdo em refluxo a
temperatura de 80°C por 2 horas. Transferiu-se aliquota de 1 mL para baldo volumétrico de 50
mL, neutralizou-se com 1 mL de hidroxido de sédio 0,1N e completou-se o volume com fase

movel, obtendo-se solu¢do com concentracao teorica de 20,0 pg/mL.

e Hidrodlise basica

Pesou-se, analiticamente, 10,0 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de
10 mL. Solubilizou-se com 1 mL de metanol e completou-se o volume com hidréxido de

sodio 0,1N, obtendo-se solugdo com concentracdo de 1 mg/mL. Deixou-se a solu¢do em
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refluxo a temperatura de 80°C por 2 horas. Transferiu-se aliquota de 1 mL para baldao
volumétrico de 50 mL, neutralizou-se com 1 mL de &cido cloridrico 0,IN e completou-se o

volume com fase movel, obtendo-se solu¢cao com concentragao teorica de 20,0 pug/mL.

e Fotdlise

Pesou-se, analiticamente, 10,0 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de
10 mL. Solubilizou-se com 1 mL de metanol e completou-se o volume com agua, obtendo-se
solugdo com concentragdo de 1 mg/mL. A amostra foi irradiada por luz UV em cubetas de
quartzo, a uma distdncia de 15 cm por 6 horas. Transferiu-se 1 mL da amostra para baldao
volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com fase movel, obtendo-se solugdo com

concentracgdo teorica de 20,0 ug/mL.

e Oxidagao quimica

Pesou-se, analiticamente, 25,0 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de
50 mL. Solubilizou-se com 1 mL de metanol e completou-se o volume com H,0O, 30V,
obtendo-se solu¢do com concentragdo de 1 mg/mL. O baldo foi envolto em papel aluminio e
mantido a temperatura ambiente por 24 horas. Transferiu-se 2 mL dessa solugdo para balao

volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com fase movel, obtendo-se solu¢cdo com

concentracgdo teorica de 20,0 ug/mL.

4.5.1.2 Linearidade

Para preparar a curva de calibracdo pesou-se, analiticamente, 10 mg da SQR e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume com metanol,
obtendo-se solugdo com concentragdo de 100 pg/mL. Foram transferidas aliquotas de 1,0; 1,5;
2,0; 2,5 e 3,0 mL, com auxilio de bureta, para baldes volumétricos de 10 mL. Os volumes
foram completados com fase movel, obtendo-se solugdes com concentragdes de 10, 15, 20, 25

e 30 pg/mL, respectivamente. As curvas foram preparadas em trés dias diferentes.
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4.5.1.3 Precisao

e Preparo da SQR

Preparou-se solucdo da SQR contendo 20,0 pg/mL de besilato de anlodipino,

conforme descrito no item 4.5.1.2.

e Preparo das amostras

Foi determinado o peso médio de 20 comprimidos e o peso do conteido de 20
capsulas, conforme a Farmacopéia Brasileira IV Edigcdo (1998). Os comprimidos foram
triturados até a formagdo de um p6é homogéneo. Os contetidos das capsulas foram misturados.
Pesaram-se, dos pos, quantidades equivalentes a 5,0 mg de besilato de anlodipino,
transferiram-se para baldes volumétricos de 50 mL, com o auxilio de 30 mL de metanol. As
solucdes foram submetidas a ultra-som por 15 minutos. Completaram-se os volumes com
metanol, homogeneizou-se e as solugdes obtidas foram submetidas a centrifugagdo (3.000
r.p.m.) durante 10 minutos. Transferiram-se 2 mL do sobrenadante para baldes volumétricos
de 10 mL e completaram-se os volumes com fase movel, obtendo-se solugdes com
concentragdo de 20,0 ug/mL. Para ambas as amostras foram realizadas determinagdes no

mesmo dia (n=6), em diferentes dias (n=3) e com diferente equipamento e analista (n=3).

e (Calculos

A concentragdo de besilato de anlodipino nas amostras foi obtida através da seguinte

expressao:

CA = (AA . CSQR) / ASQR

Onde:

Ca = Concentracao de besilato de anlodipino na amostra
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Ax = Area média absoluta da amostra
Csor = Concentragdo da SQR
Asqr= Area média absoluta da SQR

O valor percentual de besilato de anlodipino nas amostras foi calculado pela expressao

abaixo:

Ca% = (Ca . 100) / Cr

Onde:

Ca% = Concentracdo percentual da amostra
Ca = Concentragdo de besilato de anlodipino encontrada na amostra

Cr = Concentracao tedrica de besilato de anlodipino na amostra

4.5.1.4 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada por pequenas modificagdes nas condigdes
cromatograficas estabelecidas, tais como: mudanga na temperatura de analise para 30 °C,
utilizacdo de coluna de diferente fabricante (Merck) com as mesmas dimensdes e
especificagdes, modificacio no comprimento de onda de 238 para 230 nm, mudanga na
propor¢do de fase movel com um decréscimo de 5% da fase organica e alteracdo no pH da
fase aquosa de 3,0 para 4,0.

Para avaliar a influéncia desses fatores sobre o método realizou-se analise de teor

(conforme descrito no item 4.5.1.3) dos comprimidos e capsulas nas diferentes condicdes.

4.5.1.5 Exatidao (Teste de Recuperacio)

Pesou-se, do p6 preparado no item 4.5.1.3, quantidade equivalente a 8,0 mg de
besilato de anlodipino e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, com o auxilio de 30

mL de metanol. A solu¢do foi submetida a ultra-som por 15 minutos. Completou-se o volume
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com metanol, homogeneizou-se e centrifugou-se (3.000 r.p.m.) durante 10 minutos. Foram
transferidas aliquotas de 1,0 mL do sobrenadante para baldes volumétricos de 10 mL,
denominados Rj, R, e Rs. A cada baldo volumétrico acrescentou-se, respectivamente, 1,0; 2,0
e 3,0 mL da solugdo metandlica de SQR contendo 20,0 pg/mL de besilato de anlodipino e
completou-se o volume com fase movel. Obtiveram-se solugdes com concentragdes finais de
18,0; 20,0 e 22,0 pg/mL de besilato de anlodipino. Foram preparadas, simultaneamente,
solugdes de amostra e substincia quimica de referéncia na concentracdo de 16,0 pg/mL de
besilato de anlodipino, denominadas de A e SQR, respectivamente. A Tabela 2 representa,

esquematicamente, o preparo das solugdes para o teste de recuperagao.

Tabela 2 — Preparo das solugdes para o teste de recuperagdao de besilato de anlodipino nas
amostras de comprimidos e capsulas por cromatografia liquida.

Volume (mL) da Volume (mL) da

Balao volumétrico ~ ~ Concentracao
de 10 mL solucdo amostra solucdo de SQR final (ue/mL

(160,0 pg/mL) (20,0 pg/mL) inal (ug/mL)

A 1,0 - 16,0

R, 1,0 1,0 18,0

R; 1,0 2,0 20,0

R; 1,0 3,0 22,0

SQR - 8,0 16,0

e Calculo para o teste de recuperacao

As percentagens de recuperacdo (R%) foram calculadas pela expressao:

R% = [(CA - CNA) / CSQR] . 100

Onde:
Ca = concentragdo de besilato de anlodipino encontrada na amostra adicionada de

SQR
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Cxna = concentragao de besilato de anlodipino encontrada na amostra nao adicionada
de SQR

Csqr = concentragdo da SQR adicionada a amostra

4.5.1.6 Limite de quantificacdo (LQ) e Limite de detec¢ao (LD)

Os LQ e LD foram calculados a partir das formulas descritas no ICH (1996), baseadas
no desvio padrio do intercepto (G) e na inclinagdo da curva de calibragdo (IC). Os LQ e LD

teoricos, calculados segundo as equagdes a seguir, foram preparados experimentalmente e

injetados no cromatografo, em triplicata.

LQ =10c LD =330

IC IC

4.5.2 Resultados

Os cromatogramas das solugdes submetidas a degradagdo forgada, na concentracio
teorica de 20,0 pg/mL, obtidos em condi¢cdes normais (tempo zero) e apos o periodo de

degradagdo estdo apresentados nas Figuras 8 a 11, juntamente com seus respectivos espectros.

1004 F 100

mAU

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Minutes

Figura 8 — Cromatograma obtido com a solu¢do da SQR na concentragao de 20,0 pg/mL no
tempo zero. Inserido na figura estd o respectivo espectro obtido por DAD. Condigdes
cromatograficas: Coluna Luna® Phenomenex® Cis (25 cm x 4,6 mm); fase movel: acido
fosforico 0,1% pH 3,0:acetonitrila (60:40, V/V); Vazao: 1 mL/min.; detec¢do: 238 nm.
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Figura 9 — (A) Cromatograma da degradagao forgada da SQR de besilat

nm

o de anlodipino apos 2

horas de hidrélise 4cida. (B) Espectro dos picos obtidos com a SQR e produtos formados I, II
e III. Condigdes cromatograficas: Coluna Luna® Phenomenex® Cjs (25 cm x 4,6 mm); fase
movel: acido fosforico 0,1% pH 3,0:acetonitrila (60:40, V/V); Vazdo: 1 mL/min.; deteccao:
238 nm.
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Figura 10 — (A) Cromatograma da degradagao forcada da SQR de besilato de anlodipino apds
2 horas de hidroélise basica. (B) Espectro dos picos obtidos com a SQR e produtos formados I,
IT e I1I. Condicdes cromatograficas: Coluna Luna® Phenomenex® C 18 (25 cm x 4,6 mm); fase
moével: acido fosforico 0,1% pH 3,0:acetonitrila (60:40, V/V); Vazao: 1 mL/min.; deteccio:
238 nm.
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Figura 11 — (A) Cromatograma da degradacdo forcada da SQR de besilato de anlodipino apos
6 horas de fotolise. (B) Espectro dos picos obtidos com a SQR e produtos formados I e II.
Condigdes cromatograficas: Coluna Luna® Phenomenex® Cjs (25 cm x 4,6 mm); fase movel:
acido fosforico 0,1% pH 3,0:acetonitrila (60:40, V/V); Vazao: 1 mL/min.; detec¢do: 238 nm.

Na degradagdo por oxidacdo quimica com H,O; 30%, a analise dos cromatogramas
demonstrou um decréscimo na porcentagem de area do pico referente ao besilato de
anlodipino sem o surgimento de picos adicionais.

A Tabela 3 apresenta os valores experimentais obtidos na construcdo da curva de

calibragdo para o besilato de anlodipino por cromatografia liquida e, a Figura 12, a curva de
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calibracao correspondente. O coeficiente de variagao percentual médio das areas obtidas foi

de 0,70%.

Tabela 3 — Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibracdo do besilato de
anlodipino por cromatografia liquida.

Areas absolutas

Concentracao Média CVY%
(”g/mL) o 3¢ o 33 ° di
1° dia 2° dia 3° dia

10 380659 380432 382760 381284 0,34

15 564465 558919 565861 563082 0,65

20 756343 749168 761239 755583 0,80

25 948126 934311 943025 941821 0,74

30 1126621 1111219 1132796 1123545 0,99

CV% = coeficiente de variacao percentual

1200000
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400000 -

Areas absolutas

200000 -

0 I I I I I I 1
0,0 5,0 100 150 200 250 30,0 350

Concentracdo (ng/mL)

Figura 12 — Representagdo grafica da curva de calibracdo do besilato de anlodipino obtida
através do método de cromatografia liquida.

As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os valores

experimentais obtidos para a curva de calibracao.



Tabela 4 — Resultados da curva de calibragao,

para o método por cromatografia liquida.
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obtida pelo método dos minimos quadrados,

Parametros

Resultados

Faixa de linearidade
Equagdo: y=bx +a
Inclinacao (b) + desvio padrao
Intercepto (a) = desvio padrao

Coeficiente de correlacgdo (r)

10 — 30 pg/mL
y =37265x + 7758
37265 + 204
7758 +£4319

0,9999

Tabela 5 — Andlise de variancia das areas absolutas determinadas para obtencdo da curva de
calibracdo do besilato de anlodipino por cromatografia liquida.

Fontes de variacao GL ()Sl(:::ii:(;)(?s Variancia F*
Entre 4 1,042 . 10" 2,60 . 10" 5.805 (3,48)
- regressdo linear 1 1,041 . 10" 1,01 . 10" 23.219 (4,96)
- desvio da linearidade 3 9,3.10’ 3,11.10’ 0,69 (3,71)
Residuo 10 4,48 .10 4,48 .10
Total 14

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos de comprimidos e capsulas de

besilato de anlodipino, referentes a precisdo do método, encontram-se nas Tabelas 6 e 8,

respectivamente.
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Tabela 6 — Valores experimentais referentes a determinagdo de besilato de anlodipino em
comprimidos por cromatografia liquida.

Teor em besilato de anlodipino

Terceiro dia

Amostras Primeiro dia Segundo dia (Diferente analista e
equipamento)
(mg) (“o) (mg) (%) (mg) (%o)
1 6,66 96,60 6,84 99,17 6,73 97,60
2 6,80 98,63 6,81 98,73 6,77 98,18
3 6,70 97,11 6,74 97,74 6,87 99,62
4 6,77 98,15
5 6,77 98,15
6 6,71 97,20
Média 6,74 97,64 6,80 98,55 6,79 98,47
CV% 0,82 0,74 1,06

A Tabela 7 apresenta os resultados do tratamento estatistico sobre os valores

experimentais obtidos para a precisdo entre dias em comprimidos, através de andlise de

variancia.

Tabela 7 — Analise de variancia dos teores obtidos na determinagdo de besilato de anlodipino
em comprimidos por cromatografia liquida.

Fontes de variacio GL QS::::;:‘:(;)SS Variancia F*
Entre 2 2,26 1,13 1,62 (4,26)
Residuo 9 6,29 0,70
Total 11 8,55

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.
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Tabela 8 — Valores experimentais referentes a determinagdo de besilato de anlodipino em
capsulas por cromatografia liquida.

Teor em besilato de anlodipino

Terceiro dia

Amostras Primeiro dia Segundo dia (Diferente analista e
equipamento)
(mg) (“o) (mg) (%) (mg) (%o)
1 6,78 98,25 6,81 98,77 6,78 98,26
2 6,76 97,93 6,73 97,59 6,84 99,20
3 6,79 98,37 6,72 97,43 6,76 97,93
4 6,83 99,01
5 6,78 98,30
6 6,74 97,71
Média 6,78 98,26 6,75 97,93 6,79 98,46
CV% 0,47 0,75 0,61

A Tabela 9 apresenta os resultados do tratamento estatistico sobre os valores

experimentais obtidos para a precisdo em capsulas, através de analise de variancia.

Tabela 9 — Analise de variancia dos teores obtidos na determinagdo de besilato de anlodipino
em cépsulas por cromatografia liquida.

Fontes de variacio GL 53::;:_:(;);8 Variancia F*
Entre 2 0,44 0,22 0,68 (4,26)
Residuo 9 2,93 0,33
Total 11 3,37

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.

Os resultados da robustez encontram-se na Tabela 10, onde se demonstram os teores

obtidos com as modificagdes propostas no método cromatografico.
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Tabela 10 — Valores experimentais obtidos para comprimidos e capsulas, a partir das
modifica¢des nas condi¢des cromatograficas estabelecidas.

Comprimidos* Capsulas*
Parametro
Teor (%) CV (%) Teor (%) CV (%)
Temperatura 98,03 0,08 98,75 0,17
Coluna 97,35 0,06 98,02 0,24
A (230 nm) 100,80 2,53 102,67 3,01
Fase movel 97,10 0,62 97,98 0,85
pH 97,95 0,50 99,45 0,67

* Média de duas determinagdes

Os resultados obtidos no teste de recuperagdo de besilato de anlodipino estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado em amostras de
comprimidos e capsulas de besilato de anlodipino por cromatografia liquida.

Quantidade de SQR (pg/mL) % de % de
Amostras — Recuperagio Recup'eljag:ﬁo
Adicionada Recuperada Média
2,00 1,97 98,50
Comprimidos 4,00 4,05 101,25 99,81
6,00 5,98 99,67
2,00 1,96 98,00
Cépsulas 4,00 4,02 100,50 100,11
6,00 6,11 101,83

Na analise do limite de quantificagdo, que foi calculado através da equacao descrita no
item 4.5.1.6, o valor tedrico encontrado foi de 1 pg/mL, o qual correspondeu ao obtido
experimentalmente, com CV% 1,93. Para o limite de detec¢ao o valor tedrico encontrado foi

de 0,3 pg/mL, o qual correspondeu ao obtido experimentalmente, com CV% 3,2.



53

4.5.3 Discussao

Os métodos cromatograficos sao normalmente utilizados em laboratérios de analise
para a determinagdo qualitativa e quantitativa de firmacos em matérias-primas, produtos
acabados e amostras bioldgicas (SWARTZ & KRULL, 1998). Constitui-se em procedimento
de larga utilizagdo em razao de sua versatilidade, possibilitando a separacdo e quantificacao
de diferentes componentes de uma formulagao, através da adequada escolha de parametros,
tais como colunas, fase movel ¢ método de deteccao.

Na literatura sdo encontrados alguns métodos para analise de besilato de anlodipino
em formas farmacéuticas por cromatografia liquida. Nesses estudos, as condi¢des propostas
dificultam aplicacdo dos métodos em controle de qualidade rotineiro, tais como: extragao
utilizando solvente toxico, tempo de analise elevado e detectores -eletroquimicos.
Procedimentos mais simples, rapidos e de facil execucdo podem ser desenvolvidos e, assim,
empregados (BARANDA et al., 2004; JOSEFSSON & NORLANDER, 1996)

No decorrer desse estudo foi publicado método, por Basavaiah et al. (2005),
empregando condi¢des semelhantes as desenvolvidas no presente trabalho. Os autores nao
demonstraram, no entanto, a especificidade do método proposto.

No desenvolvimento do método proposto as condigdes cromatograficas foram
influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas do besilato de anlodipino, tais como
polaridade e solubilidade. O besilato de anlodipino ¢ ligeiramente soluvel em 4gua, mas
bastante soluvel em metanol, possuindo, portanto, carater polar.

Empregou-se coluna cromatografica C;s devido a seu maior uso em laboratorios de
controle de qualidade. Varias fases moveis foram testadas em diferentes proporgoes, tais
como: agua:metanol, dgua:etanol, 4cido fosforico 0,1% (V/V):metanol, com base nas
condi¢des propostas pela Farmacopéia Britanica (2003). A fase movel constituida de 4cido
fosforico 0,1% (V/V) pH 3,0 com trietilamina:acetonitrila (60:40), mostrou-se adequada,
proporcionando um tempo de reten¢do reprodutivel de aproximadamente cinco minutos, boa
eficiéncia (pratos teoricos > 3000), com picos de boa resolucdo, seletividade e simetria
(<2%), conforme pode-se observar nas Figuras 8 a 11

Para avaliagdo da especificidade do método submeteu-se a SQR a degradacao estresse.
A Figura 8 apresenta um cromatograma, com pureza de 99,99%, obtido com a SQR antes de

sofrer degradacao, na concentracao de 20 pug/mL.
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Na hidroélise acida, apos 2 horas, houve diminui¢do superior a 90% da area referente
ao pico da SQR, que apresentou pureza de 99,8% sem variacao no tempo de retencao (Figura
9). Surgiram picos adicionais referentes aos produtos formados. Os espectros dos principais
produtos foram distintos, sugerindo estruturas diferentes. Na hidrdlise basica verificou-se
decréscimo superior a 98% na area do pico referente a SQR, mas a pureza permaneceu
elevada (99,78%) e ndo variou tempo de reten¢do, como pode ser observado na Figura 10.
Ocorreu o surgimento de picos adicionais os quais sofreram varredura no ultravioleta.
Constatou-se que os produtos possuem distingdo de espectros, com maximos de absor¢ao
diferentes.

Frente a luz a SQR sofreu menor degradagdo, quando comparada com a hidrdlise.
Ap0ds 6 horas, a porcentagem de area foi de 26%, com alto grau de pureza (99,89%) sem
variagao significativa do tempo de reten¢do, como pode ser observado na Figura 11. Surgiram
dois picos adicionais que tiveram seus espectros tragados. Verificou-se que os mesmos
possuem espectros diferentes da SQR. Na literatura foi constatado que o besilato de
anlodipino ¢ fotosensivel e, por exposi¢do a luz ultravioleta, forma o produto piridina
(RAGNO et al., 2002). Os produtos formados ndo foram, no entanto, isolados e identificados.

Na oxidagdo quimica com H,O, 30%, por 24 horas, a percentagem de degradacao foi
de 12,8% sem, no entanto, surgimento de picos referentes a produtos formados, nas condigdes
estabelecidas. A SQR permaneceu com pureza adequada de 99,96% e sem variagdo
significativa no tempo de retencao.

Como pode ser observado nos cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo por
estresse os picos dos produtos formados encontram-se resolvidos em relagdo ao besilato de
anlodipino. Utilizando o detector de diodos, pode-se verificar que a SQR permaneceu com
elevada pureza em todas determinagdes. Sugere-se que o método possui especificidade,
podendo ser indicativo da estabilidade.

Na avaliacao da linearidade os resultados obtidos demonstram que as solugdes de
besilato de anlodipino SQR apresentaram correlagdo linear entre as areas dos picos e as
concentragdes, nos intervalos utilizados (Tabela 3). Graficos de concentragdo versus area
absoluta foram plotados e mostraram linearidade adequada na faixa de 10,0 a 30,0 ug/mL
(Figura 12). A equacdo da reta para o método foi: y = 37265 x + 7758, com coeficiente de
correlacdo de 0,9999. A andlise de varidncia (ANOVA) efetuada sobre os valores de areas
absolutas das curvas de calibragdo de besilato de anlodipino, cujos elementos estdao

determinados na Tabela 4, demonstra que a regressdo linear ¢ significativa, ndo havendo
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desvio da linearidade (P < 0,05), comprovando a validade do método em relagdo a
linearidade. Para fins de quantificacdo a faixa de variacdo pode variar de 80 a 120% da
concentragdo de trabalho. A faixa utilizada no presente estudo foi de 50 a 150% da
concentragao de trabalho.

A precisao do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermediaria (entre-dias). O valor experimental obtido para a determinagdo do besilato de
anlodipino nas amostras analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condigdes experimentais,
foi de 97,64% para comprimidos e 98,26% para capsulas. Nas andlises realizadas no segundo
dia obteve-se 98,55% para comprimidos e 97,93% para capsulas e, nas andlises realizadas por
diferente analista e equipamento, obtiveram-se valores de 98,47% e 98,46% para
comprimidos e cépsulas, respectivamente (Tabelas 6 e 8). Os coeficientes de variagao obtidos
(< 2%) confirmam a adequada precisdo do método analitico. A ANOVA indicou que ndo
houve diferenca significativa entre as diferentes analises realizadas na avaliacdo da precisao
do método (Tabelas 7 ¢ 9).

Na avaliacdo dos resultados obtidos no teste de robustez verificou-se que, em todas as
analises realizadas, os coeficientes de variagdo obtidos entre o teor médio das amostras para o
método analitico (comprimido = 97,64%; cépsula = 98,26%) e os teores obtidos na avaliagdo
da robustez foram inferiores a 1%, exceto quando se realizou as analises em 230 nm, onde
para ambas as formas farmacéuticas verificou-se CV% superior a 2% e, além do mais, nao
tiveram repetibilidade, como podemos perceber nos valores da Tabela 10.

A percentagem de recuperacdo média obtida foi de 99,81% para comprimidos e
100,11% para capsulas, demonstrando boa exatiddo do método, uma vez que ficaram dentro
dos limites de 95 — 105%, conforme representado na Tabela 11.

A sensibilidade do método cromatografico foi avaliada através da determinagdo dos
limites de detec¢ao (LD) e de quantificacdo (LQ) de AND no sistema empregado. Os valores
obtidos para o LD e LQ foram de acordo com o calculado, no valor de 0,3 e 1 pg/mL,
respectivamente, indicando boa sensibilidade com valores reduzidos.

O método proposto mostrou-se adequado, apresentando simplicidade, especificidade,
linearidade, precisdo e exatiddo, podendo ser empregado para o controle de qualidade do

AND.
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4.6 Espectrofotometria no ultravioleta

As condigdes experimentais desenvolvidas para analise do besilato de anlodipino,
através do método espectrofotométrico na regido do ultravioleta, encontram-se estabelecidas

na Tabela 12.

Tabela 12 — Condi¢Ges experimentais utilizadas para execu¢do do método por
espectrofotometria na regido do ultravioleta.

Caracteristicas Descricao

Diluentes A =1% de HCI 0,1N em metanol (V/V)
B = 4dgua destilada
Cubeta Quartzo com 1 cm de percurso 6tico

Comprimento de onda 238 nm (maxima absor¢ao)

4.6.1 Validacao do método analitico

A validagdo foi conduzida de acordo com ICH (1996) e USP 28 (2004). Os parametros
de validagdo utilizados foram: linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria),

especificidade, exatidao e limite de detec¢ao e quantificacao.

4.6.1.1 Construcio da curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi obtida com o objetivo de estabelecer a faixa de concentragdo
na qual o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta apresenta linearidade. Pesou-
se, analiticamente, 10 mg de SQR e transferiu-se para baldao volumétrico de 100 mL, com o
auxilio de 50 mL de diluente A. A solucdo foi submetida a ultra-som por 15 minutos.
Completou-se o volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se, obtendo-se solugdo com
concentragdo de 100 pug/mL. A partir desta foram preparadas solugdes, as quais foram
diluidas 4gua destilada, obtendo-se a curva com 21 pontos, com concentragdes variando de

1,0 a 40 pg/mL de SQR. Procedeu-se a leitura da transmitancia em 238 nm, usando como
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branco agua destilada com 10% (V/V) do diluente A. A curva de Ringbom foi obtida

plotando-se os valores de 100 - %T versus concentracdo em escala logaritmica.

4.6.1.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de cinco niveis de concentragdo, levando
em consideracdo a curva de Ringbom.

Para obtencdo da curva de calibracdo pesou-se, analiticamente, 10 mg de SQR e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume com diluente A,
obtendo-se a concentracdo de 100 pg/mL. A partir desta solugdo, com auxilio de bureta,
foram transferidas aliquotas de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mL para baldes volumétricos de 10 mL.
Os volumes foram completados com agua destilada, obtendo-se solugdes com concentragdes
de 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL. O branco foi composto de dgua destilada com 20% (V/V) do
diluente A. As leituras foram efetuadas a 238 nm. As curvas foram preparadas em trés dias

diferentes.

4.6.1.3 Precisao

e Preparo da SQR

Preparou-se a solugdo da SQR contendo 20 pg/mL conforme descrito no item 4.6.1.2.

e Preparo das amostras

Foi determinado o peso médio de 20 comprimidos e o peso do conteido de 20
capsulas, conforme a Farmacopéia Brasileira IV Edi¢do (1998). Os comprimidos foram
triturados até a formagao de um p6 homogéneo. Os contetidos das capsulas foram misturados.
Pesaram-se, dos pos, quantidades equivalentes a 5,0 mg de besilato de anlodipino de
comprimidos e cépsulas, que foram transferidos para baldes volumétricos de 50 mL, com o
auxilio de 30 mL de diluente A. As solu¢des foram submetidas a ultra-som por 15 minutos.

Completaram-se os volume com o mesmo diluente, homogeneizou-se e as solugdes obtidas
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foram submetidas a centrifugacao (3.000 r.p.m.) durante 10 minutos. Transferiram-se 2 mL do
sobrenadante para baldes volumétricos de 10 mL e completaram-se os volumes com agua
destilada, obtendo-se solugcdes com concentracio de 20,0 pug/mL. Foram realizadas
determinagdes no mesmo dia (n=6), em diferentes dias (n=3) e com diferente equipamento e
analista (n=3), tanto para as amostras de comprimidos, como para capsulas. O branco foi

composto de agua destilada com 20% (V/V) do diluente A.

e (Calculos

A concentragdo de besilato de anlodipino nas amostras foi obtida através da equagdo

abaixo:

Ca = (A . Csqr) / Asqr

Onde:

Ca = Concentragao de besilato de anlodipino na amostra
A, = Absorvancia absoluta da amostra

Csor = Concentragdo da SQR

Agqr = Absorvancia absoluta da SQR

O valor percentual de besilato de anlodipino nas amostras foi calculado pela expressdo

abaixo:

Ca% = (Cx . 100) / Cy

Onde:

Ca% = Concentragdo da amostra em percentagem
Ca = Concentracdo de besilato de anlodipino encontrada na amostra

Cr = Concentracao de besilato de anlodipino tedrica na amostra
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4.6.1.4 Especificidade

Avaliou-se a possivel interferéncia dos excipientes na determinacdo do besilato de
anlodipino. Solugdes de amostras simuladas dos excipientes contidos nas capsulas e
comprimidos foram elaboradas em diluigdes equivalentes a SQR. As solucdes foram

comparadas quanto ao perfil dos espectros obtidos.

4.6.1.5 Exatidao (Teste de Recuperacio)

Pesou-se, do p6 preparado no item 4.6.1.3, quantidade equivalente a 8,0 mg de
besilato de anlodipino e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, com o auxilio de 30
mL de Diluente A. A solucdo foi submetida a ultra-som por 15 minutos. Completou-se o
volume com o mesmo diluente, homogeneizou-se e centrifugou-se (3.000 r.p.m.) durante 10
minutos. Foram transferidas aliquotas de 1,0 mL do sobrenadante para baldoes volumétricos de
10 mL, denominados R;, R; e R3. A cada baldo volumétrico acrescentou-se, respectivamente,
1,0; 2,0 e 3,0 mL da solucdo metandlica de SQR contendo 20,0 pg/mL de besilato de
anlodipino e completou-se o volume com 4gua destilada. Obtiveram-se solugdes com
concentragdes finais de 18,0; 20,0 e 22,0 pg/mL de besilato de anlodipino. Foram preparadas,
simultaneamente, solucdes de amostra e substancia quimica de referéncia na concentracao de
16,0 pg/mL de besilato de anlodipino, denominadas de A e SQR, respectivamente, conforme

Tabela 13. O branco foi composto de agua destilada com 20% (V/V) do diluente A.

Tabela 13 — Preparo das solucdes para o teste de recuperagao de besilato de anlodipino, nas
amostras de comprimidos e capsulas, utilizando espectrofotometria no ultravioleta.

~ L. Volume (mL) da Volume (mL) da ~
Balao volumétrico - - Concentracao
de 10 mL solucio amostra solucio de SQR final (ue/mL
(160,0 pg/mL) (20,0 pg/mL) inal (pg/mL)
A 1,0 - 16,0
R 1,0 1,0 18,0
R, 1,0 2,0 20,0
R3 1,0 3,0 22,0

SQR - 8,0 16,0




60

e Calculo para o teste de recuperacao

As percentagens de recuperacdo (R%) foram calculadas pela expressao:

R% = [(CA - CNA) / CSQR] . 100

Onde:

Ca = concentragao de besilato de anlodipino encontrada na amostra adicionada de
SQR

Cna = concentracdo de besilato de anlodipino encontrada na amostra ndo adicionada
de SQR

Csqr = concentragdo da SQR adicionada a amostra

4.6.1.6 Limite de quantificacio e Limite de deteccio

Os LQ e LD foram calculados a partir das formulas descritas no ICH (1996), baseadas
no desvio padrio do intercepto (G) e na inclinagdo da curva de calibragdo (IC). Os LQ e LD

teoricos, calculados segundo as equagdes a seguir:

LQ = 10c LD =3.3c

IC IC

4.6.2 Resultados

A curva de Ringbom foi obtida apds conversdo dos valores de transmitincia

encontrados para um intervalo de concentracdo de 1,0 a 40 pg/mL e estd ilustrada na Figura

13.
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Figura 13 — Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico no ultravioleta para o
besilato de anlodipino em 4gua a 238 nm.

As absorvancias médias correspondentes ao besilato de anlodipino, obtidas na curva
de calibracao, relativas a cada diluicao da SQR, encontram-se na Tabela 14. O coeficiente de

variagao percentual médio das absorvéncias obtidas foi de 1,11%.

Tabela 14 — Valores de absorvancias obtidas na determinagdo da curva de calibracao do
besilato de anlodipino por espectrofotometria no ultravioleta.

C 0? : ;/nnt:ﬁ )G io . Abso:vzfncms . Meédia —
1° dia 2° dia 3° dia
10 0,291 0,293 0,294 0,293 0,52
15 0,457 0,456 0,466 0,460 1,20
20 0,616 0,605 0,628 0,616 1,87
25 0,770 0,785 0,762 0,772 1,51
30 0,938 0,939 0,931 0,936 0,47

CV% = coeficiente de variagdo percentual

A representacdo da curva de calibragdo encontra-se na Figura 14.
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Figura 14 — Representagdo grafica da curva de calibragdo do besilato de anlodipino obtida
através do método espectrofotométrico na regido do ultravioleta.

As Tabelas 15 e 16 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os

valores experimentais obtidos para a curva de calibracao, através de anélise de variancia.

Tabela 15 — Resultados da curva de calibragdo, obtida pelo método dos minimos quadrados,
para o método espectrofotométrico no ultravioleta.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 10 — 30 pg/mL
Equacdo: y=bx +a y =0,0321x - 0,0243
Inclinagdo (b) + desvio padrao 0,032 +0,0006
Intercepto (a) = desvio padrao -0,0243 £0,014

Coeficiente de correlacao (r) 0,9999
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Tabela 16 — Analise de variancia das absorvancias obtidas na curva de calibragdao do besilato

de anlodipino por espectrofotometria no ultravioleta.

Fontes de variacio GL Ssgiisgss Variancia F*
Entre 4 0,7675 0,1919 2.994 (3,48)
- regressao linear 1 0,7674 0,7674 11.977 (4,96)
- desvio da linearidade 3 0,0001 0,00004 0,57 (3,71)
Residuo 10 0,00064 0,00006
Total 14 0,77

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos de comprimidos e capsulas de

besilato de anlodipino, referentes a precisao do método, encontram-se nas Tabelas 17 e 19,

respectivamente.

Tabela 17 — Valores experimentais referentes a determinacdo de besilato de anlodipino em

comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

Teor em besilato de anlodipino

Diferente analista e

Amostras Primeiro dia Segundo dia equipamento
(mg) (“o) (mg) (%) (mg) (%e)

1 6,73 97,58 6,87 99,64 6,82 98,86
2 6,92 100,27 6,91 100,13 6,93 100,46
3 6,76 97,91 6,97 101,09 6,78 98,23
4 6,86 99,36
5 6,71 97,25
6 6,76 98,06

Média 6,79 98,41 6,92 100,29 6,84 99,18

CV% 1,18 0,72 1,16

A Tabela 18 apresenta os resultados do tratamento estatistico sobre os valores

experimentais obtidos para a precisdo em comprimidos, através de analise de variancia.



64

Tabela 18 — Analise de variancia dos teores obtidos na determinacao de besilato de anlodipino
em comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

Soma dos

Fontes de variacio GL Quadrados Variancia F*
Entre 2 7,13 3,57 3,06 (4,26)
Residuo 9 10,50 1,17
Total 11 17,63

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.

Tabela 19 — Valores experimentais referentes a determinacdo de besilato de anlodipino em
capsulas através da espectrofotometria no ultravioleta.

Teor em besilato de anlodipino

Diferente analista e

Amostras Primeiro dia Segundo dia equipamento
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)

1 6,87 99,63 6,68 96,82 6,82 98,80
2 6,70 97,07 6,95 100,73 6,79 98,40
3 6,65 96,46 6,79 98,46 6,83 99,03
4 7,02 101,75
5 6,84 99,17
6 6,84 99,15

Média 6,82 98,87 6,81 98,67 6,81 98,74

CV% 1,93 1,99 0,32

A Tabela 20 apresenta os resultados do tratamento estatistico sobre os valores

experimentais obtidos para a precisao em capsulas, através de andlise de variancia.
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Tabela 20 — Analise de variancia dos teores obtidos na determinacao de besilato de anlodipino

em cépsulas por espectrofotometria no ultravioleta.

Soma dos

Fontes de variacio GL Quadrados Variancia F*
Entre 2 0,089 0,04 0,02 (4,26)
Residuo 9 26,002 2,89
Total 11 26,091

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.

A Figura 15 apresenta os espectros obtidos no estudo da interferéncia dos excipientes

no método proposto.

1,363
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placebo capsula
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Figura 15 — Sobreposi¢do dos espectros de absorcdo obtidos por espectrofotometria no
ultravioleta das solugdes de SQR e amostra simulada de excipientes obtidos em agua (com
20% de uma solucdo 1% de HCI 0,1N em metanol (V/V)), na concentragdo tedrica de 20

ug/mL.

Os resultados obtidos no teste de recuperagdo de besilato de anlodipino, através do

método por espectrofotometria no ultravioleta, estdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21 — Valores experimentais do teste de recuperagdo realizado em amostras de
comprimidos e capsulas de besilato de anlodipino por espectrofotometria no ultravioleta.

Quantidade de SQR (pug/mL) % de % de
Amostras — Recuperacio Recup,eljagﬁo

Adicionada Recuperada Média
2,00 2,05 102,5

Comprimidos 4,00 4,01 100,2 100,73
6,00 5,97 99,5
2,00 2,03 101,6

Cépsulas 4,00 3,99 99,7 100,30
6,00 5,98 99,6

Na analise do limite de quantificacdo, que foi calculado através da equacdo descrita no
item 4.6.1.6, o valor tedrico encontrado foi de 4,4 pg/mL. Para o limite de deteccdo o valor

teorico encontrado foi de 1,4 pg/mL.

4.6.3 Discussao

Devido a sua facilidade, rapidez e um custo relativamente baixo a espectrofotometria
na regido do ultravioleta tem se mostrado um método amplamente utilizado para a
quantificagdo de farmacos (CLURCZAK, 1998).

Existem alguns métodos propostos na literatura cientifica para determinacdo de
besilato de anlodipino em comprimidos envolvendo a espectrofotometria no visivel, mas a
maioria necessita de extragdo ou utiliza solventes com toxicidade elevada. Nao foi encontrado
método para analise desse farmaco por espectrofotometria no ultravioleta tanto para
comprimidos como para capsulas.

Muitos solventes estdo disponiveis para andlise na regido do ultravioleta e a escolha do
mesmo deve ser baseada na solubilidade da substincia a ser analisada. Inicialmente, avaliou-
se o emprego de etanol e metanol como solvente. Os resultados indicaram, no entanto, haver

uma possivel interferéncia dos excipientes das formulagdes avaliadas.
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Para identificagdo de AND por espectrofotometria no ultravioleta em matéria-prima, a
Farmacopéia Britanica (2003) indica a utilizagdo de 1% de HCl 0,1N em metanol (V/V). Em
virtude desse uso utilizou-se esse solvente para realizar a extracdo do farmaco das formas
farmacéuticas. Com o intuito de reduzir custos e diminuir o uso de solvente organico realizou-
se a primeira diluicdo com o referido solvente e a segunda diluicdo com 4gua destilada, para
obter a concentracgao final desejada.

Nao foram observadas influéncias devido aos excipientes, solventes ou outras
impurezas nas condi¢des otimizadas, o que pode ser verificado nos espectros obtidos com a
SQR e as respectivas amostras simuladas das capsulas e comprimidos, apresentados na Figura
15, demonstrando a especificidade do método.

A intensidade de uma banda de absorcdo no ultravioleta ¢ usualmente expressa como
absotividade molar a uma absor¢cdo méxima, € maximo ou log € maximo. A absortividade
molar aparente calculada para o besilato de anlodipino em 4gua a 238 nm foi 17.412 mol™
cm™.

Foi empregada a curva de Ringbom para verificar o intervalo 6timo de concentracao
para qual o método pode ser utilizado. Observou-se, através dessa, que houve linearidade na
faixa de 10 a 30 pg/mL, conforme apresentado na Figura 13.

Os resultados obtidos na avaliagdo da linearidade demonstram que as solucdes de
besilato de anlodipino SQR apresentaram correlacdo linear entre as absorvancias e as
concentragoes, nos intervalos utilizados. Graficos de concentra¢ao versus absorvancia foram
plotados e mostraram linearidade adequada na faixa de 10,0 a 30,0 ug/mL (Figura e Tabela
14). A equagdo da reta para o método foi: y = 0,032x — 0,0243, com coeficiente de correlagdo
de 0,9999. A analise de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores de absorvancias das
curvas de calibracao de besilato de anlodipino, cujos elementos estdo determinados na Tabela
15, demonstra que a regressao linear ¢ significativa, ndo havendo desvio da linearidade (P =
0,05). Os resultados comprovaram a validade do método em relagao a linearidade.

A precisado do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermediaria (entre-dias). O valor experimental obtido para a determinacdo do besilato de
anlodipino nas amostras analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condigdes experimentais,
foi de 98,41% para comprimidos e 98,87% para capsulas. Nas analises realizadas no segundo
dia obteve-se 100,29% para comprimidos e 98,67% para capsulas e nas analises realizadas por
diferente analista e equipamento obtiveram-se valores de 99,18% e 98,74% para comprimidos

e capsulas, respectivamente (Tabelas 17 e 19). Os coeficientes de variacdo obtidos (< 2%)
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confirmam a adequada precisdo do método analitico. A ANOVA indicou que nao houve
diferenca significativa entre as diferentes andlises realizadas na avaliagdo da precisao do
método (Tabelas 18 e 20).

A exatidio do método foi avaliada pelo teste de recuperacdo. A percentagem de
recuperagdo média obtida foi de 100,73% para comprimidos e 100,30% para capsulas,
demonstrando boa exatidao do método, uma vez que ficaram dentro dos limites de 95 — 105%,
como representado na Tabela 21.

A sensibilidade do método cromatografico foi avaliada através da determinagdo dos
limites de detec¢ao (LD) e de quantificacdo (LQ) de AND no sistema empregado. Os valores
obtidos para o LD e LQ foram de acordo com o calculado, no valor de 1,4 ¢ 4,4 ng/mL,
respectivamente, indicando boa sensibilidade com valores reduzidos.

O método proposto mostrou-se adequado, apresentando simplicidade, especificidade,
linearidade, precisdo e exatiddo, podendo ser empregado para o controle de qualidade do

AND.

4.7 Comparaciao dos métodos propostos

Os resultados obtidos com os métodos por cromatografia liquida e por
espectrofotometria no ultravioleta foram comparados estatisticamente por ANOVA e estdo

apresentados nas Tabelas 22 e 23, para comprimidos e capsulas, respectivamente.

Tabela 22 - Analise de variancia dos teores obtidos na determinagao de besilato de anlodipino
em comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

Fontes de variacio GL 53::;:_:(;);8 Variancia F*
Entre métodos 1 1,809 1,809 1,79 (4,30)
Residuo 10 10,08 1,008
Total 11 11,89

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.
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Tabela 23 - Analise de variancia dos teores obtidos na determinagdo de besilato de anlodipino
em capsulas por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

Fontes de variacao GL (?1(1):(112:':(;)(; Variancia F*
Entre métodos 1 1,116 1,116 0,59 (4,30)
Residuo 10 19,076 1,908
Total 11 20,192

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.

Observa-se nas tabelas anteriores que a andlise estatistica por ANOVA indicou que
ndo houve diferenga significativa entre os teores obtidos com os diferentes métodos
(P =0,05), tanto para capsulas como para comprimidos.

Em virtude dos resultados obtidos neste capitulo pode-se dizer que ambos os métodos
sdo adequados para a andlise de rotina em controle de qualidade de besilato de anlodipino em
comprimidos e capsulas, pois sdo métodos rapidos de facil execugdo e cumprem com o0s
requisitos de validacdo.

Os métodos podem ser utilizados para determinagcdo quantitativa, teste de
uniformidade de conteudo e como técnicas de identificacdo de AND nas formas farmacéuticas

estudadas.
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5. CAPITULO III - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODO DE DISSOLUCAO PARA CAPSULA E COMPRIMIDO

5.1 Introducao
5.1.1 Ensaio de dissolucao

O ensaio de dissolucdo ¢ uma das ferramentas mais adequadas para se verificar o
desempenho de um farmaco, sob a forma so6lida, no que se refere a sua liberagdo a partir da
forma farmacéutica (PITA et al., 2004). A dissolucao pode ser resumidamente definida como
o processo pelo qual um farmaco ¢ liberado de sua forma farmacéutica, tornando-se
disponivel para ser absorvido pelo organismo. Alguns autores definem como taxa de
dissolu¢do, onde a quantidade de um farmaco, a partir de um estado solido, passa para
solugdo, por unidade de tempo, sob interface liquido/solido, com temperatura e composi¢ao
do solvente padronizados (CHOWDARY & RAJYALAKSHMI, 1987; MARCOLONGO,
2003).

O teste de dissolug¢do para formas farmacéuticas solidas orais tem se mostrado uma
ferramenta importante, pois fornece informagdes uteis tanto para a pesquisa €
desenvolvimento, como na producdo e controle de qualidade. No desenvolvimento
farmacotécnico permite a avaliacdo de novas formulagdes, permite verificar a estabilidade e
possibilita possivel correlagdo in vitro — in vivo. Durante a fase de produgdo e controle de
qualidade permite detectar desvios de fabricagdo, uniformidade do produto e reprodutibilidade
lote a lote (MARQUES, 2002).

Desse modo, os estudos de dissolugdo in Vvitro constituem um dos instrumentos
essenciais para avaliacdo das propriedades biofarmacotécnicas das formulagdes.

Para farmacos que ndo possuem monografia oficial, existe necessidade de desenvolver
ensaios de dissolugdo que possam prever o comportamento in Vivo dos mesmos (MANADA et
al., 2002). A avaliacdo do perfil de dissolugdo do farmaco (percentagem de farmaco
dissolvido versus tempo) em diferentes meios ¢ recomendada como suporte no

desenvolvimento dos testes de dissolugao.
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Muitas sdo as variaveis que podem modificar os resultados de um ensaio de dissolucao
fazendo com que sua analise seja complexa (MARCOLONGO, 2003). Dentre essas variaveis
citam-se:

- relacionadas com farmaco e formulagdo: solubilidade, tamanho de particula, natureza
quimica, forma farmacéutica, excipientes e tecnologia de fabricagao.

- relacionadas com o equipamento: aparato utilizado, geometria do sistema, velocidade
do sistema, vibracdo do sistema, posicdo da haste, posicdo e método de amostragem e
dispositivo para formas farmacéuticas que flutuam.

- relacionadas com o meio de dissolucdo: volume, presenca de ar/gases, presenca de
bolhas de ar, pH, evaporacdo do meio, temperatura, viscosidade, forga idnica/pressao
osmotica e tensoativos.

- relacionadas com o meio ambiente: condigdes de estocagem.

- relacionadas com o método analitico: método de filtracdo e método analitico.

Para dar credibilidade aos resultados no desenvolvimento de um teste deve-se fazer
uma selecdo criteriosa das condi¢gdes do ensaio no sentido de obter o maximo de poder
discriminatorio e resultar na capacidade de deteccdo de eventuais desvios dos padrdes de
qualidade inicialmente propostos (MANADA et al., 2002).

Alguns requisitos devem ser avaliados antes da validacao propriamente dita do
método, pois contribuem para a adequabilidade do mesmo, tais como: utilizacdo de
equipamento calibrado, condigdes sink, influéncia do filtro e estabilidade da solu¢do amostra.
Nenhum dos objetivos dos ensaios de dissolucdo serd devidamente alcangado se o teste ndo
for confidvel e apresentar, no minimo, especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e
repetibilidade dos resultados. O conhecimento dos fatores que afetam a dissolugdo e seu
controle favorece a obtencao de resultados reprodutiveis (MARCOLONGO, 2003).

A definigdo do termo sink pode variar de acordo com a fonte bibliografica. Pode ser
definido como nao menos que trés vezes o volume de meio necessario para obter a solugao
saturada do farmaco dentro de uma faixa de 500 — 1000 mL. Entretanto, atualmente, aceita-se
que um volume de 5 a 10 vezes o necessario para saturacdo seja suficiente para manter as
condigdes Sink. Isto deve ser mantido para evitar que a velocidade de dissolugdo seja
influenciada, artificialmente, pela aproximagdo da saturacdo durante a realizagdo do teste.
Também, devido as condi¢des Sink obtidas naturalmente in vivo, os estudos para determinar as
taxas de dissolug@o in vitro devem ser conduzidos obedecendo a esse parametro (MARQUES,

2002; MARCOLONGQO, 2003). O besilato de anlodipino possui alta solubilidade (KASIM et
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al., 2004), o que confere a condicdo Sink para o teste realizado em produtos contendo 6,9 mg
de farmaco, utilizando 500 mL de acido cloridrico 0,01N como meio de dissolugao.

Com o intuito de realizar a validacdo de ensaios de dissolugdo para as formas
farmacéuticas de cépsulas e comprimidos contendo besilato de anlodipino, buscaram-se na
literatura guias contendo diretrizes de validacdo a serem seguidas. Foram utilizados, entdo,

MARQUES (2002), MARCOLONGO (2003) e USP 28 (2004).

5.1.2 Comparacao de perfis de dissoluciao

Para comparagdo de produtos de diferentes fabricantes ou quando ocorre uma
modificagdo considerdvel na formulacdo recomenda-se a comparagdo dos perfis de
dissolucdo, obtidos em condig¢des idénticas, entre um produto referéncia e um produto teste,
ou entre a formulacdo alterada e a original (BRASIL, 2003e).

O perfil de dissolugdo também pode ser utilizado para comparar um lote de
medicamento referéncia com um lote teste, visto que, como mencionado anteriormente, o
estudo in vitro pode ser relevante para prever o desempenho in vivo. Estudos comparativos de
perfis de dissolugdo tém sido utilizados como um dos critérios para se isentar a exigéncia de
realizacdo de estudos de bioequivaléncia para dosagens menores de um determinado
medicamento, com varias dosagens, mesma forma farmacéutica e formulagdes proporcionais,
fabricados pelo mesmo produtor, no mesmo local de fabricagao (BRASIL, 2003¢).

O grande problema em relagdo a essa comparagdo ¢ como quantificar o grau em que
duas curvas s3o ou nao semelhantes (MARCOLONGQO, 2003).

Segundo a ANVISA, o método modelo independente simples, que avalia a
comparagdo da curva como um todo, pode ser utilizado como pardmetro estatistico para
analisar a semelhanca entre perfis. Outros métodos estatisticos modelos independentes e
dependentes podem ser empregados, tais como, testes de razdo, analise de variancia, ordem
zero, primeira ordem, quadraticos, entre outros. Dentre todos estes métodos propostos pela
literatura os fatores f] e f; s3o os de mais fécil aplicacdo e interpretagdo, razdes pelas quais
levam os o6rgaos regulatorios, como FDA, ANVISA, e EMEA a adota-los (COSTA, 2001). O
método modelo independente simples emprega um fator de diferenga (f;) ¢ um fator de
semelhanga (f;) para comparar perfis de dissolucao, onde o fator f; calcula a porcentagem de
diferencga entre os dois perfis avaliados a cada tempo de coleta e corresponde a uma medida

do erro relativo entre os perfis:
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fi = {[Z" 1 R¢=TY] / [ 1 Re]} x 100

onde:

n = numero de tempos de coleta;

R; = valor de porcentagem dissolvida no tempo t, obtido com o medicamento de
referéncia ou com a formulagdo original (antes da alteracdo);

T, = valor de porcentagem dissolvida do produto teste ou da formulagdo alterada, no

tempo t.

O fator f, corresponde a uma medida de semelhanga entre as porcentagens dissolvidas

de ambos os perfis:
f, =50 log {[1 + (1/n) =" ; (R — T’ x 100}

O critério para que os dois perfis sejam considerados semelhantes sdo: fj=0a 15¢ £,
=50a100.

Para aplicar esse modelo deve-se considerar:

- avaliar doze unidades;

- empregar no minimo cinco pontos de coleta;

- incluir apenas um ponto acima de 85% de dissolugdo para ambos os produtos;

- para permitir o uso de médias, os coeficientes de variagdo para os primeiros pontos
(15 minutos, por exemplo) ndo devem exceder 20%. Para os demais pontos considera-se o
maximo de 10%;

Nos casos em que a dissolucdo for muito rapida, apresentando valor igual ou superior
a 85% de farmaco dissolvido em 15 minutos, os fatores f; e f, perdem o seu poder
discriminatorio e, portanto, ndo € necessario calcula-los (BRASIL, 2003e).

Outra forma util para fazer a comparacao ¢ utilizar o parametro eficiéncia de
dissoluc¢do. Esta pode ser definida como 4rea sob a curva de dissolugdo até um tempo t,
expressa como porcentagem da area do retdngulo que corresponderia a 100% de dissolug@o no

mesmo tempo ou o necessario (Figura 16).
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ED% = Area sob a curva (ASC)  x 100
Area retangulo yjgo

Figura 16 — Eficiéncia de dissolu¢ao (ED) (KHAN, 1975).

Para realizar comparagdes € necessario estabelecer previamente o intervalo e aplica-lo
a todas as formulagdes testadas. O conceito de eficiéncia de dissolucdo apresenta algumas
vantagens, tais como, a plotagem dos dados em um tnico grafico, permitindo que se faga uma
rapida comparagdo entre um grande niamero de formulagdes ¢ a correlagdo com dados in vivo
(KHAN, 1975; MARCOLONGQO, 2003).

A comparacdo do perfil de dissolucdo de algumas especialidades farmacéuticas
contendo AND, comercializadas no mercado nacional, foram realizadas. Os resultados dessa
comparagdo estdo apresentados, no entanto, no Capitulo IV, referente ao estudo de

equivaléncia farmacéutica.

5.2 Produtos farmacéuticos

Foram utilizados 0os mesmos produtos descritos no Capitulo II item 4.2.

5.3 Solventes e reagentes

e Acetonitrila, Tedia®
e Acido cloridrico fumegante, Tedia®™

e Acido orto-fosforico 85%, Merck®
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e Agua destilada

e Agua purificada

e FEtanol, Tedia®

e Fosfato de potassio, Tedia®

e @Gas hélio, White Martins®

e Hidroxido de sédio 1N, Merck®
e Metanol, Tedia®

e Trietilamina, Merck®

5.4 Equipamentos e acessorios

e Aparelho para teste de dissolugdo, Pharma Test"”

e Balanca analitica, Sartorius®

e Banho de ultra-som, Thornton®

e Bomba de vacuo, Primar®

e Centrifuga, Jouan®

e Coluna cromatografica de fase reversa octadesilcilano Luna® (250 mm x 4,6
mm d.i.) 4 pm, Phenomenex”

e Cromatografo liquido Shimadzu equipado com controlador SCL-10 AD,,,, com
bomba modelo LC-10AD, detector com comprimento de onda varidvel
UV/VIS modelo SPD-10 AD,,, injetor automatico com “loop” variavel SIL-10
AD,, e integrador automatico computadorizado através do software CLASS
VP 5.0%.

e Destilador, Biomatic®

e Espectrofotometro UV-VIS, Shimadzu®

e Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 pm, 47 mm, Sartorius®

e Membrana filtrante de acetato de celulose, porosidade 0,45 pum, 13 mm,
Sartorius”

e Filtro quantitativo faixa preta, Schleicher & Schuell®

e Kit para filtragdo, Millipore®™

e Pipetador Transferpette, Brand”
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e Potencidometro, Fieldlab Schott®

e TermoOmetro de imersao, Incoterm®

5.5 Desenvolvimento do método para o teste de dissolucio

Com o intuito de determinar a dissolucao do besilato de anlodipino foi desenvolvido e
otimizado método em equipamento de dissolucdo Pharma Test, equipado com seis cubas.
Utilizou-se perfil de dissolu¢ao realizado com doze cubas (doze unidades de cada forma
farmacéutica), para as duas especialidades farmacéuticas em estudo. Foram testadas diversas
condi¢cdes de dissolugdo, de acordo com o método geral da USP 28 (2004), variando-se o
meio utilizado (500 mL de tampao fosfato pH 6,8, acido cloridrico 0,IN e 0,01N,
desgaseificados), o equipamento (aparato 1 — cesta ou aparato 2 — pd) e a velocidade de
rotagdo (50 e 75 rpm). A temperatura foi mantida a 37,0 +£ 0,5 °C. Essas condigdes estdo

indicadas na Tabela 24.

Tabela 24 — Condig¢des testadas no desenvolvimento do teste de dissolu¢do de comprimidos e
capsulas contendo besilato de anlodipino.

Condic¢ao Aparato Meio (500 mL) Velocidade (rpm)
I 1 (cesta) HCI 0,IN 50
II 2 (pa) HCI 0,1N 50
i 1 (cesta) HCI 0,IN 75
v 2 (pa) HCI 0,IN 75
A" 1 (cesta) Tampao fosfato pH 6,8 50
VI 2 (pa) Tampao fosfato pH 6,8 50

A1 1 (cesta) Tampao fosfato pH 6,8 75
VIII 2 (pd) Tampao fosfato pH 6,8 75
IX 1 (cesta) HC10,01N 50
X 2 (pd) HC10,01N 50
XI 1 (cesta) HC10,01N 75

XI1 2 (pa) HC1 0,01N 75
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As coletas de 5 mL de meio foram realizadas manualmente, nos tempos de 3, 5, 10,
15, 20, 30 e 45 minutos, efetuando-se reposi¢ao do mesmo volume de meio a 37 = 0,5°C. A
porcentagem dissolvida do firmaco foi determinada, sem posterior diluicdo, por
espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida, apds filtracdo das amostras através
de filtro quantitativo e membrana de acetato de celulose com poro de 0,45um.

Nos calculos da percentagem dissolvida levou-se em consideragdo o teor do farmaco,
as concentragdes nas aliquotas retiradas e devidas corregdes referentes as retiradas de farmaco

e reposicdes de meio em cada tempo.

5.6 Avaliacao da influéncia do filtro

A filtracdo do meio de dissolugdo antes da quantificagdo € necessaria, pois ¢
responsavel pela eliminacdo de interferentes como excipientes insoluveis e particulas nao
dissolvidas. Para essa avaliagdo foram preparadas solugdes de SQR e amostra no meio de
dissolu¢do, comparando-se a concentragdo de AND antes e apos a filtragdo, utilizando a
espectrofotometria no ultravioleta. A variagdo méaxima adotada foi de + 2% (intervalo de 98 —

102%) para a SQR e para as amostras de capsulas e comprimidos (MARQUES, 2002).

e Avaliagdo da SQR

Pesou-se 13,8 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL com o
auxilio de 1 mL de metanol. Solubilizou-se e acrescentou-se 50 mL de acido cloridrico 0,01N.
Completou-se o volume com dacido cloridrico 0,01N e homogeneizou-se. Transferiu-se
aliquota de 1 mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com &cido
cloridrico 0,01N, obtendo-se solu¢do com concentragdo final de 13,8 pug/mL.

Realizou-se leitura da absorvancia da solugdo da SQR, a qual foi utilizada como
referéncia. Filtrou-se essa solucdo em papel filtro quantitativo e realizou-se nova leitura de
absorvancia. A mesma solucdo foi novamente filtrada em membrana de acetato de celulose

com poro de 0,45um, e sua absorvancia foi avaliada.
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e Avaliagdo das amostras

Realizou-se o teste, para capsulas e comprimidos, com amostra simulada de excipiente
acrescida de 6,9 mg de SQR, utilizando 500 ml de 4cido cloridrico 0,01N a 37 + 0,5°C.
Dissolveu-se por 30 minutos a 50 rpm com aparato 1 para cépsulas e 2 para comprimidos.
Aliquotas de 10 mL de cada cuba foram retiradas e filtradas em papel filtro quantitativo, com
descarte dos primeiros mililitros, e quantificadas. Apds, essas mesmas aliquotas foram
filtradas em membrana de acetato de celulose com poro de 0,45um e quantificadas

novamente.

5.7 Avaliacao da estabilidade de solucoes da SQR e amostras no meio de dissolucao

A estabilidade das solucdes no meio de dissolucdao foi determinada em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, por um periodo de 24 horas e a temperatura de 37,0 + 0,5 °C por 2

horas.

e Preparo da SQR

Pesou-se 13,8 mg de besilato de anlodipino e transferiu-se para baldao volumétrico de
1000 mL com o auxilio de 2 mL de metanol. Acrescentou-se 500 mL de &cido cloridrico
0,0IN e agitou-se mecanicamente por 10 minutos. O volume foi completado obtendo-se
solucdo com concentracdo de 13,8 pg/mL. Filtrou-se uma aliquota e avaliou-se por
espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

Aliquota de 100 mL dessa solucao foi conservada ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente por 24 horas. Outra aliquota de 500 mL foi transferida para cuba de dissolugdo e
mantida por 2 horas a 37 + 0,5 °C. Apos decorridos seus respectivos tempos foram retiradas
aliquotas dessas solugdes, que foram filtradas e analisadas por espectrofotometria no

ultravioleta e cromatografia liquida.

e Preparo das amostras

Foi transferida amostra simulada dos excipientes das amostras (capsula ou

comprimidos) acrescida de 6,9 mg de SQR, para baldao volumétrico de 500 mL com o auxilio
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de 250 mL de 4cido cloridrico 0,01N. Agitou-se mecanicamente por 30 minutos e completou-
se o volume com o mesmo solvente, obtendo solu¢do com concentragdo de 13,8 pug/mL, que
foi analisada por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

Retirou-se aliquota de 250 mL que foi conservada ao abrigo da luz por 24 horas. O
restante foi transferido para cuba do dissolutor e foi mantida por 2 horas em temperatura de
37,0 £ 0,5 °C. Apos decorridos seus respectivos tempos foram retiradas aliquotas dessas
solucdes, que foram filtradas e analisadas por espectrofotometria no ultravioleta e

cromatografia liquida.

5.8 Validac¢ao dos métodos de analise

5.8.1 Linearidade

Pesou-se, analiticamente, 10 mg da SQR e transferiu-se para balao volumétrico de 100
mL, com o auxilio de 2 ml de metanol. Acrescentou-se 50 mL de acido cloridrico 0,0IN,
deixou-se em agitacdo por 5 minutos e completou-se o volume com o mesmo solvente,
obtendo-se uma solucdo com concentracdo de 100 pg/mL. A partir desta foram preparadas
solucdes, as quais foram diluidas acido cloridrico 0,01N, nas concentragdes de 3, 5, 10, 20 e
30 pug/mL. As curvas foram preparadas em trés diferentes dias e foram analisadas por

espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

5.8.2 Avaliac¢ao da especificidade

Foram avaliadas amostras simuladas dos excipientes de comprimidos e capsulas,
empregando as seguintes condi¢des: 500 mL de meio acido cloridrico 0,01N a 37 + 0,5°C, 50
rpm, aparato 1 (capsula) e aparato 2 (comprimido) e tempo de 30 minutos. Andlise utilizando
a capsulas sem conteudo foi igualmente realizada. As amostras foram filtradas e avaliadas por

espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.
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5.8.3 Precisao

Foram avaliados seis comprimidos e capsulas do mesmo lote, no mesmo dia e num
segundo dia. Depois de decorridos 30 minutos do teste, empregando as seguintes condigoes:
500 mL de meio HCI 0,01N a 37 + 0,5°C, 50 rpm, aparato 1 (capsula) e aparato 2
(comprimido), a percentagem dissolvida do farmaco foi determinada por espectrofotometria
no ultravioleta e cromatografia liquida para comprimidos, ¢ somente por cromatografia
liquida para capsulas. Foram calculados a média e o coeficiente de variacdo. Os resultados
obtidos pelos métodos utilizados para avaliar a percentagem dissolvida de AND em

comprimidos foram comparados estatisticamente.

5.8.4 Exatidao

A exatiddo do método analitico foi avaliada através do percentual de recuperagdo de
uma quantidade conhecida da SQR adicionada a amostra simulada de excipientes.

Foram preparadas trés amostras simuladas de excipientes de cada forma farmacéutica,
as quais foram adicionados 10, 100 e 150% da quantidade declarada de SQR.

Procedeu-se a dissolug¢do por 30 minutos, empregando as seguintes condi¢des: 500 mL
de meio HCI 0,01N a 37 £+ 0,5°C, 50 rpm, aparato 1 (capsula) e aparato 2 (comprimido).
Foram retiradas aliquotas de 10 mL de cada cuba e filtradas. As amostras foram avaliadas por

espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

5.9 Resultados

Os resultados obtidos, por cromatografia liquida, para as condi¢des I a XII propostas
no desenvolvimento do método de dissolugdo encontram-se nas Figuras 17 a 28. Os
resultados obtidos por espectrofotometria no ultravioleta para capsulas e para comprimidos
ndo foram apresentados, pois para capsulas verificou-se interferéncia e, para comprimidos,

foram semelhantes aos obtidos por cromatografia liquida.
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Figura 17 — Perfil de dissolugdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de cépsula e comprimido
utilizando aparato 1, meio HC1 0,1N a 37,0
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Figura 19 — Perfil de dissolugdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de cépsula e comprimido
utilizando aparato 1, meio HC1 0,1N a 37,0
+ 0,5 °C e rotagdo de 75 rpm.
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Figura 21 — Perfil de dissolugdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de céapsula e comprimido
utilizando aparato 1, meio tampao fosfato
pH 6,8 a 37,0 + 0,5 °C e rotacdo de 50 rpm.
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Figura 18 — Perfil de dissolu¢do obtido
para o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de capsula e comprimido
utilizando aparato 2, meio HCI 0,IN a 37,0
+ 0,5 °C e rotagdo de 50 rpm.
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Figura 20 — Perfil de dissolu¢do obtido
para o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de capsula e comprimido
utilizando aparato 2, meio HCI 0,IN a 37,0
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Figura 22 — Perfil de dissolucdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de capsula e comprimido
utilizando aparato 2, meio tampao fosfato
pH 6,8 a 37,0+ 0,5 °C e rotagdo de 50 rpm.
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Figura 23 — Perfil de dissolugdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de céapsula e comprimido
utilizando aparato 1, meio tampao fosfato
pH 6,8 a 37,0 + 0,5 °C e rotacdo de 75 rpm.
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Figura 25 — Perfil de dissolucdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de cépsula e comprimido
utilizando aparato 1, meio HCl 0,01N a
37,0 £ 0,5 °C e rotag@o de 50 rpm.
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Figura 27 — Perfil de dissolucdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de cépsula e comprimido
utilizando aparato 1, meio HCl 0,01N a
37,0 £ 0,5 °C e rotagdo de 75 rpm.
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Figura 24 — Perfil de dissolucdo obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de capsula e comprimido
utilizando aparato 2, meio tampao fosfato
pH 6,8 a 37,0 £ 0,5 °C e rotagdo de 75 rpm.
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Figura 26 — Perfil de dissolucao obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de céapsula e comprimido
utilizando aparato 2, meio HCI 0,01N a
37,0 £ 0,5 °C e rotagdo de 50 rpm.
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Figura 28 — Perfil de dissolucao obtido para
o besilato de anlodipino nas formas
farmacéuticas de céapsula e comprimido
utilizando aparato 2, meio HCI 0,0IN a
37,0 £ 0,5 °C e rotagdo de 75 rpm.
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Os resultados da avaliacao da influéncia dos filtros na SQR e amostras em estudo

encontram-se na Tabela 25.

Tabela 25 — Resultados encontrados nas avaliagdes dos filtros utilizados para filtragdo da
solucdo de SQR e amostras de capsulas e comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

SQR Capsulas Comprimidos
Tipos de filtracao

ABS ABS ABS
Sem filtracao 0,442 0,596 0,565
Filtro quantitativo 0,448 0,502 0,483
Membrana de acetato de 0,444 0,447 0,450
celulose com poro de 0,45um
Filtro quantitativo +
membrana de acetato de 0,446 0,445 0,446

celulose com poro de 0,45um

A Tabela 26 apresenta os resultados obtidos na determinagdo da estabilidade da SQR e

amostras de capsula e comprimido no meio de dissolucao.

Tabela 26 — Valores experimentais obtidos na determinagao da estabilidade da SQR, amostra
de céapsula e amostra de comprimido, por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia

liquida.

SQR (%) Capsula (%) Comprimido (%)

Amostra

uv CL uv CL uv CL

Recém preparada - - 99,38 100,1 98.90 99,30
2 horgssaoéw = 100,70 98,82 99,75 99,89 98,27 99,05

24 horas a
temperatura 99,87 98,56 98,40 99.45 98,50 98,95

ambiente
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A Tabela 27 apresenta os valores experimentais obtidos na construgdo da curva de

calibracao para o besilato de anlodipino por cromatografia liquida e a Figura 29 a curva de

calibragdo correspondente.

Tabela 27 — Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibracio do besilato de
anlodipino por cromatografia liquida.

Concentracio Areas absolutas
(ng/mL) Média CV%
1° dia 2° dia 3° dia
3 112112 112588 111904 112201 0,31
5 188316 189028 188557 188634 0,19
10 377139 379707 373167 376671 0,87
20 754626 759186 751209 755007 0,53
30 1118350 1126701 1127962 1124338 0,46
CV% = coeficiente de variacao percentual
1200000 -
< 1000000 -
Z 800000 -
2 600000 -
£ 400000 -
" 200000 -
O T T T T T T 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
concentra¢io (ug/ml)

Figura 29 — Representagdo grafica da curva de calibracdo do besilato de anlodipino obtida

através de cromatografia liquida.

As Tabelas 28 e 29 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os

valores experimentais obtidos para a curva de calibracao.
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Tabela 28 — Resultados da curva de calibra¢do obtida pelo método dos minimos quadrados
para o método por cromatografia liquida.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 3 —30 ug/mL
Equacdo: y=bx +a y=37517x +1140,9
Inclinacao (b) + desvio padrdo 37517 +£188,3
Intercepto (a) = desvio padrao 1140,9 £911
Coeficiente de correlagao (r) 0,9999

Tabela 29 — Andlise de variancia das areas absolutas determinadas para obten¢do da curva de
calibracdo do besilato de anlodipino por cromatografia liquida.

Fontes de variacio GL Ssgiisgss Variancia F*
Entre 4 2,1502.10" 5375.10" 49.393 (3,48)
- regressio linear 1 2,1501 . 10" 2,1501 . 10" 197.567 (4,96)
- desvio da linearidade 3 6,04 . 10’ 2,014 . 10’ 1,85 (3,71)
Residuo 10 1,09 . 10 1,088 .10’

Total 14 2,1503 . 10"

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

A Tabela 30 apresenta os valores experimentais obtidos na constru¢do da curva de
calibracdo para o besilato de anlodipino por espectrofotometria e a Figura 30 a curva de

calibragdo correspondente.
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Tabela 30 — Valores de absorvancias obtidas na determinac¢ao da curva de calibragao do
besilato de anlodipino em 4cido cloridrico 0,01N por espectrofotometria no ultravioleta.

Concentracao Absorvancias
(ng/mL) Média CV%
1° dia 2° dia 3° dia

3 0,096 0,097 0,096 0,096 0,60
5 0,158 0,158 0,160 0,159 0,73
10 0,320 0,324 0,324 0,323 0,72
20 0,634 0,634 0,626 0,631 0,73
30 0,949 0,948 0,948 0,948 0,06

CV% = coeficiente de variagdo percentual

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

concentracio (ng/ml)

Figura 30 — Representagdo grafica da curva de calibragdo do besilato de anlodipino em acido
cloridrico 0,01N através da espectrofotometria no ultravioleta.

As Tabelas 31 e 32 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os

valores experimentais obtidos para a curva de calibragao.

Tabela 31 — Resultados da curva de calibragdo obtida pelo método dos minimos quadrados
para o método por espectrofotometria no ultravioleta.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 3 —30 pg/mL
Equacdo: y=bx +a y =0,0315x + 0,0029
Inclinagao (b) = desvio padrao 0,0315 +0,0001
Intercepto (a) = desvio padrao 0,0029 + 0,0023

Coeficiente de correlagao (r) 0,9999
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Tabela 32 — Analise de variancia das absorvancias determinadas para obtencao da curva de
calibracdo do besilato de anlodipino por espectrofotometria no ultravioleta.

Soma dos

Fontes de variacio GL Quadrados Variancia F*
Entre 4 1,517 0,379 66.148 (5,99)
- regressao linear 1 1,5169 1,5169 264579 (10,04)
- desvio da linearidade 3 0,0001 0,00003 5,15 (6,55)
Residuo 10 0,0001 0,00001
Total 14 1,5171

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,01.

Os espectros das amostras simuladas de excipientes de comprimidos e capsulas e das

capsulas sem conteudo estdo apresentados, respectivamente, nas Figuras 31, 32 e 33.

0,055 ) ) - T i ) - i - ] 0,024
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200 ' o e
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Figura 31 — Espectro de absor¢ao na regido
do ultravioleta obtido com a amostra
simulada de excipiente de comprimido
apos dissolucdo em HCL 0,01N a 37,0 +
0,5 °C e rotagdo de 50 rpm, com aparato 2.

100 300 400
Wavelngh dnm

Figura 32 — Espectro de absor¢do na regiao
do ultravioleta obtido com a amostra
simulada de excipiente de capsulas apos
dissolugao em HCL 0,0IN a 37,0+ 0,5°Ce
rotacdo de 50 rpm, com aparato 1.
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Figura 33 — Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta obtido com a cépsula sem
conteudo ap6s dissolugdo em HCL 0,01N a 37,0 £ 0,5 °C e rotagdo de 50 rpm, com aparato 1.

Os cromatogramas das amostras simuladas de excipientes de comprimidos e capsulas

e das capsulas sem conteudo estao apresentados, respectivamente, na Figura 34.
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Figura 34 — Cromatogramas obtidos com a SQR, amostra simulada de excipiente de capsulas
(ASE — cépsulas) e comprimidos (ASE — comprimidos) e cédpsula sem conteudo apds
dissolugao em HCI 0,01N a 37,0 + 0,5 °C e rotacdo de 50 rpm, com aparato 1 e 2.

Os valores experimentais obtidos na determinacdo da percentagem dissolvida de
besilato de anlodipino, em comprimidos, por cromatografia liquida e espectrofotometria no

ultravioleta, referentes a precisdo do método de dissolugdo, encontram-se na Tabela 33.
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Tabela 33 — Valores experimentais referentes a determinagao da percentagem dissolvida de

besilato de anlodipino em comprimidos, através de espectrofotometria no ultravioleta e
cromatografia liquida.

% dissolvida de besilato de anlodipino

Amostras Primeiro dia Segundo dia
CL uv CL uv
1 101,33 105,01 100,75 102,75
2 101,84 100,92 100,84 102,69
3 99,26 101,32 99,34 103,80
4 95,85 93,71 93,64 97,12
5 98,34 96,14 95,35 99,11
6 101,64 97,90 96,89 100,26
Média 99,71 99,17 97,80 100,95
CV% 2,36 4,09 3,05 2,54

As Tabelas 34 e 35 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os
valores experimentais obtidos para a precisdo das percentagens dissolvidas de AND em

comprimidos por cromatografia liquida e espectrofotometria no ultravioleta, respectivamente.

Tabela 34 — Analise de variancia dos valores de percentagem dissolvida de besilato de
anlodipino obtidas nos comprimidos por cromatografia liquida, em diferentes dias.

Fontes de variacio GL ()Sl(:::ii:(;)(?s Variancia F*
Entre 1 10,9252 10,92 1,51 (4,96)
Residuo 10 72,317 7,232
Total 11 83,242

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.
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Tabela 35 — Analise de variancia dos valores de percentagem dissolvida de besilato de
anlodipino obtidas nos comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta, em diferentes
dias.

Fontes de variacao GL (?1(1):(112:':(;)(; Variancia F*
Entre 1 9,59 9,594 0,83 (4,96)
Residuo 10 115,31 11,531
Total 11 124.9

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.

A comparagdo estatistica dos resultados de porcentagens dissolvidas de besilato de

anlodipino nos comprimidos, obtidos pelos diferentes métodos, encontra-se na Tabela 36.

Tabela 36 - Andlise de varidncia das % dissolvidas de besilato de anlodipino em
comprimidos, por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

Fontes de variacio GL Ssgiisgss Variancia F*
Entre métodos 1 0,885 0,8856 0,08 (4,96)
Residuo 10 110,26 11,026
Total 11 111,15

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.

Os valores experimentais obtidos na determinacdo das porcentagens dissolvidas de
besilato de anlodipino em cépsulas, por cromatografia liquida, referentes a precisdo do

método de dissolugao, encontram-se na Tabela 37.
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Tabela 37 — Valores experimentais referentes a determinagdo da porcentagem dissolvida de
besilato de anlodipino em cépsulas por cromatografia liquida.

% dissolvida de besilato de anlodipino

Amostras
Primeiro dia Segundo dia

1 107,84 101,27

2 99,45 94,99

3 96,63 111,04

4 90,56 98,85

5 102,87 103,23

6 100,80 99,64
Média 99,69 101,50
CV% 5,86 5,34

A Tabela 38 apresenta os resultados do tratamento estatistico sobre os valores
experimentais obtidos para a precisdo das porcentagens dissolvidas de AND em cépsulas por

cromatografia liquida, através de analise de variancia.

Tabela 38 — Analise de variancia dos valores de porcentagens dissolvidas obtidos para
besilato de anlodipino em cépsulas por cromatografia liquida.

Soma dos

Fontes de variacao GL Quadrados Variancia F*
Entre 1 9,85 9,85 0,31 (4,96)
Residuo 10 317,46 31,75
Total 11 327,31

* Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para P = 0,05.

Os resultados obtidos no teste de recuperacao de besilato de anlodipino, através da
cromatografia liquida e da espectrofotometria no ultravioleta, estdo apresentados nas Tabelas

39 e 40, respectivamente.
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Tabela 39 — Valores experimentais do teste de recuperagdo realizado nas amostras simuladas
de excipientes de comprimidos e cépsulas de besilato de anlodipino por cromatografia liquida.

Quantidade de SQR (mg) % de % de
Amostras dicionada Ree J Recuperaciio Recup’elzag:ﬁo
perada Média
0,7 0,72 102,45
Comprimidos 6,9 6,56 95,1 100,78
10,3 10,79 104,80
0,7 0,68 96,6
Cépsulas 6,9 6,81 98,7 99,76
10,3 10,71 103,98

Tabela 40 — Valores experimentais do teste de recuperagdo realizado nas amostras simuladas
de excipientes de comprimidos de besilato de anlodipino por espectrofotometria no
ultravioleta.

Quantidade de SQR (mg) ° % de
Yo de .
Amostras Recuperacio Recuperacao
Adicionada Recuperada perag Média
0,7 0,73 104,77
Comprimidos 6,9 6,99 101,34 103,44
10,3 10,73 104,20

5.10 Discussao

Com o desenvolvimento da tecnologia e das pesquisas envolvendo a liberacao de
farmacos, o teste de dissolucao surge como indicativo para avaliacdo da qualidade de algumas
formas farmacéuticas de uso oral. Neste intuito, foi desenvolvido e otimizado teste de
dissolugdo para estudar a liberagdo de besilato de anlodipino contido nas formas
farmacéuticas de capsula e comprimido, visto que ndo foram encontrados métodos na
literatura com este proposito.

Para o desenvolvimento de um teste necessita-se da selegdo criteriosa das condigdes

do ensaio, que deve ser orientada no sentido de obter o maximo poder discriminatorio e
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resultar na capacidade de detec¢do de eventuais desvios dos padroes de qualidade
inicialmente propostos (MANADA et al., 2002).

O desenvolvimento do método de dissolugao foi realizado com base na solubilidade e
na permeabilidade do farmaco seguindo o sistema de classificacdo biofarmacéutica, no qual o
besilato de anlodipino apresenta alta solubilidade e baixa permeabilidade (KASIN et al.,
2004; TARTAR & ATMACA, 2001).

Para tal, foram testadas diversas condi¢des, enumeradas de I a XII, para definir aquela
com melhor poder discriminatério na liberagdo de besilato de anlodipino das formas
farmacéuticas em estudo. Diferentes aparatos, meios e rotagoes, foram testados (Tabela 24).

O volume de meio de dissolu¢do pode variar de 500 até 1000 mL, sendo 900 mL o
volume mais utilizado (MARQUES, 2002). No presente estudo, utilizou-se o volume de 500
mL devido a baixa concentracao do fArmaco nas formas avaliadas. A utilizagdo de volume de
900 mL tornaria o firmaco mais diluido, o que poderia ocasionar problemas na avaliagdo da
porcentagem dissolvida nos primeiros minutos de um teste de perfil de dissolugdo, quando
avaliado por espectrofotometria no ultravioleta.

Nessa fase do desenvolvimento foram utilizados dois métodos para avaliar a
porcentagem dissolvida: a cromatografia liquida e a espectrofotometria no ultravioleta,
apresentados no Capitulo II. Para comprimidos, os resultados obtidos pelos dois métodos
foram similares, o que ndo ocorreu para capsulas, sugerindo interferéncia. Devido a isso,
somente os resultados obtidos por cromatografia liquida foram avaliados e apresentados nessa
etapa.

Os perfis de dissolucdo obtidos nas diferentes condigdes estdo apresentados nas
Figuras 17 a 28. Os perfis de capsulas utilizando aparato 2, foram descartados, pelo fato das
mesmas ficarem flutuando na superficie do meio. Os resultados obtidos com HCI 0,1N
(Figuras 17 a 20), nos diferentes aparatos e rotagdes, foram considerados inadequados devido
a total dissolugdo do farmaco nos primeiros minutos do teste, condi¢ao ndo relevante para
uma possivel comparacdo posterior de perfis e devido a baixa estabilidade do farmaco em
meio fortemente acido. Para os perfis gerados tendo como meio tampao fosfato 6,8 (Figuras
21 a 24) obteve-se dissolucdo incompleta do farmaco, representando a baixa solubilidade
neste meio. As condi¢des IX (aparato 1, 500 mL de meio acido cloridrico 0,01N e rotacao de
50 rpm) e X (aparato 2, 500 mL de meio &cido cloridrico 0,01IN e rotagdo de 50 rpm) foram
as que melhor demonstraram o objetivo buscado, ou seja, verificar a liberagdo do farmaco

através do tempo para capsulas e comprimidos, respectivamente.
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Apo6s a definicdo das condi¢des de dissolucdo, avaliou-se a influéncia do filtro, a
estabilidade das solugdes no meio de dissolucdo e realizou-se validacdo do método de
determinagdo da porcentagem dissolvida.

A avaliagdo da influéncia do filtro no método proposto ¢ muito importante e foi
realizada visando verificar possiveis alteragdes significativas na concentracdo do farmaco ou
liberacdo de material para solugdo. Nessa avaliacao foi utilizada a espectrofotometria no
ultravioleta, pois a cromatografia liquida ndo possibilita a uso de amostras ndo filtradas,
porque podem danificar o equipamento e inutilizar a coluna cromatografica. Na analise dos
resultados obtidos (Tabela 25) verificou-se que nao houve alteracao significativa nas leituras
de absorvancia para a SQR antes e ap0s a filtragdo com filtro, membrana ou ambos. Para as
amostras de comprimidos e capsulas verificou-se que a utilizagdo apenas do filtro foi
inadequada, pois as solugdes ficaram turvas, interferindo nas leituras das solugdes. As
filtragdes empregando apenas membranas de 0,45 um deixaram as solugdes limpidas, com
resultados adequados. Ocorreu, no entanto, rapido entupimento das mesmas, diminuindo a
vida util. Os resultados utilizando ambos os filtros foram os melhores, pois ficaram dentro dos
limites de + 2% do teor dos placebos e aumentou-se o tempo de utilizagdo da membrana,
permitindo maior nimero de filtragens.

Os valores experimentais obtidos na determinagdo da estabilidade de solugdes da SQR
e amostras de capsulas e comprimidos ficaram dentro da faixa estabelecida (98 — 102%),
demonstrando que o besilato de anlodipino mantém suas propriedades nos parametros
empregados, conforme Tabela 26.

Como mencionado anteriormente, os métodos utilizados para avaliar a porcentagem de
dissolucdo foram aqueles desenvolvidos e validados no Capitulo II. Algumas alteragdes
foram, no entanto, necessarias nos métodos propostos. Devido a baixa concentracdo do
farmaco as amostras foram analisadas diretamente do meio de dissolugdo utilizado (acido
cloridrico 0,01N). Nos métodos previamente desenvolvidos as amostras eram analisadas em
agua (espectrofotometria no ultravioleta) e fase movel (cromatografia liquida). As
concentragdes utilizadas para avaliar a linearidade dos métodos previamente analisados
variaram de 50 a 150% da concentragao de trabalho (10 a 30 pg/mL). Foi necessario ampliar
essa faixa para o método de dissolucao (3 a 30 pg/mL). Considerando o exposto, os métodos
utilizados para determinar a porcentagem dissolvida de besilato de anlodipino nas amostras

foram novamente validados, para avaliar essas alteracdes.
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Em relacdo a especificidade verificou-se que ndo houve interferéncia dos excipientes
dos comprimidos e capsulas tanto para o método espectrofotométrico (Figura 31 e 32), como
para o método cromatografico (Figura 34). No desenvolvimento do método foi verificada
interferéncia para as capsulas analisadas por espectrofotometria no ultravioleta. Realizou-se,
assim, analise utilizando somente o invélucro (capsula sem contetido). Como pode ser
verificada na Figura 33, a interferéncia observada foi inicialmente devido a esse invodlucro.
Essa interferéncia foi de aproximadamente 15%, o que inviabilizou a utilizagdo do método
espectrofotométrico na regido do ultravioleta para cépsulas. Devido ao exposto, utilizou-se
somente a cromatografia liquida como método de quantificacdo na avaliagdo dos parametros
de validagdo da dissolugdo de capsulas.

Os resultados obtidos demonstram que as solugdes de besilato de anlodipino SQR
apresentaram correlag@o linear entre as respostas (areas e absorvancias) as concentragdes, nos
intervalos utilizados, tanto por espectrofotometria no ultravioleta como por cromatografia
liquida. Graficos de concentracdo Versus resposta (area e absorvancia) foram plotados e
mostraram linearidade adequada na faixa de 3,0 a 30,0 pg/mL (Figura 29 e 30). As equagdes
da reta para os métodos foram: y = 37517x + 1140,9, para cromatografia liquida e y =
0,0315x + 0,0029, para espectrofotometria no ultravioleta, com coeficiente de correlagdo de
0,9999, para ambos os métodos. As analises de varidncia (ANOVA) efetuadas sobre os
valores de areas absolutas e absorvancias das curvas de calibragdao de besilato de anlodipino,
cujos elementos estdo determinados nas Tabelas 28 e 31, respectivamente, demonstraram
regressoes lineares significativas, ndo havendo desvios da linearidade (p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente).

A precisao do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermediaria (entre-dias), ambas com avaliagdo de 6 comprimidos por dissolucao, pelos dois
métodos de quantificagdo propostos (Tabela 33). O valor experimental médio obtido por
cromatografia liquida, para a dissolu¢do do besilato de anlodipino em comprimidos, nas
amostras analisadas no mesmo dia, foi de 99,71% e, na analise realizada no segundo dia
97,80%. Para a espectrofotometria no ultravioleta as médias foram de 99,17% e 100,95%,
para o primeiro e segundo dia, respectivamente. Os coeficientes de variagdo obtidos foram
inferiores a 5%, indicando boa precisdo do método. A ANOVA indicou que ndo houve
diferenga significativa entre as diferentes analises realizadas na avaliagdo da precisdo do
método de dissolu¢ao para comprimidos por cromatografia liquida, espectrofotometria no

ultravioleta e para a intercambialidade de ambos, de acordo com as Tabelas 34, 35 e 36,
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respectivamente (p < 0,05). O valor experimental obtido em cromatografia liquida, para a
dissolucdo do besilato de anlodipino em capsulas, nas amostras analisadas no mesmo dia, foi
de 99,69%, na analise realizada no segundo dia obteve-se 101,50% (Tabela 37). A ANOVA
indicou que ndo houve diferenga significativa entre as diferentes andlises realizadas na
avalia¢do da precisao do método de dissolugdo para capsulas por cromatografia liquida, de
acordo com Tabela 38 (p < 0,05).

Na avaliacdo da exatiddo, a percentagem de recuperacdo obtida por cromatografia
liquida variou de 95,1 — 104,8% para comprimidos e 96,6 — 103,98% para capsulas (Tabela
39). Utilizando a espectrofotometria no ultravioleta, a variacao foi de 101,77 — 104,77% para
comprimidos (Tabela 40). Segundo Marques (2002) a recuperagao deve estar entre 95 a
105%. Os resultados obtidos pelos métodos propostos encontram-se, assim, dentro do
especificado.

As especificagdes para quantidade de farmaco dissolvido envolvem uma quantidade
minima dissolvida em determinado intervalo de tempo. Muitas monografias estabelecem que
ndo menos de 75% do farmaco deve estar dissolvido em 45 minutos (MARCOLONGO,
2003). Para farmacos altamente soliveis uma especificagdo de Unico ponto, com 85%
dissolvidos em 60 minutos ou menos, ¢ suficiente como teste de controle de qualidade lote a
lote (FDA, 1997). Face ao exposto, sugere-se como especificacdo para o besilato de

anlodipino 85% de dissolugdo em 30 minutos, em 4cido cloridrico 0,01N.
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6. CAPITULO IV - ESTUDO COMPARATIVO DE ALGUNS
PRODUTOS CONTENDO BESILATO DE ANLODIPINO

6.1 Introducao

A comercializagdo de medicamentos genéricos e similares no mercado nacional foi
uma tentativa do governo de tornar os medicamentos mais acessiveis, ja que, inegavelmente,
tais produtos constituem-se em alternativa economicamente mais viavel que o medicamento
de referéncia ou inovador (PITA et al., 2004; CONSIGLIERI & STORPIRTIS, 2000).

Atualmente, a legislacdo brasileira estabelece que, para um medicamento ser
registrado como genérico ou similar, ¢ necessario que seja comprovada sua equivaléncia
farmacéutica e bioequivaléncia (mesma biodisponibilidade) em relacdo ao medicamento
referéncia indicado pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2003a;
Brasil, 2003Db).

A equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos relaciona-se a comprovacao de
que ambos contém o mesmo farmaco, na mesma dosagem e forma farmacéutica, o que pode
ser avaliado por meio de testes in vitro. Assim, pode ser considerada como um indicativo da
bioequivaléncia entre os medicamentos em estudo, sem, contudo, garanti-la (STORPIRTIS et
al., 2004).

Nesse contexto, ¢ fundamental ressaltar, tem-se verificado que a eficacia clinica de
uma preparagao farmacé€utica ndo ¢ atribuida somente a atividade intrinseca da substancia
ativa. Os componentes da formulagdo, os processos de fabricagdo e as caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas do farmaco podem afetar o comportamento do medicamento no organismo,
dando origem a casos de ineficacia, intoxicagdes e diferengas na biodisponibilidade. Portanto,
formas farmacéuticas so6lidas de uso oral, sao aquelas que, potencialmente, podem apresentar
problemas em relacdo a biodisponibilidade e a bioequivaléncia (PINHO & STORPIRTIS,
2001).

Atualmente, no mercado brasileiro, varios laboratérios farmacéuticos comercializam
produtos a base de besilato de anlodipino na forma de comprimidos. Outra forma que esta
amplamente empregada ¢ a cépsula, manipulada por diferentes farmacias magistrais,
representando uma alternativa economicamente mais acessivel para o tratamento a base do

referido farmaco.
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Utilizando os métodos validados nos capitulos anteriores, juntamente com os métodos
gerais da Farmacopéia Brasileira IV edi¢ao (1988), este estudo teve como objetivo realizar
uma comparacdo, através do estudo de equivaléncia farmacéutica, entre alguns laboratorios
produtores de comprimidos contendo 6,9 mg de besilato de anlodipino e entre capsulas
elaboradas por farmdacias de manipulacdo na mesma concentragdo. O estudo foi realizado
segundo Resolugdao RE n° 310, de 01 de setembro de 2004 (Brasil, 2004), que trata do estudo
e elaboracdo do relatorio de equivaléncia farmacéutica, levando em consideracdo parametros
como andlise dos roétulos, peso médio, desintegracdo, umidade, resisténcia mecanica em
comprimidos (dureza e friabilidade), identificacdo do principio ativo, doseamento, teste de
dissolugdo, perfil de dissolugdo e uniformidade de dose.

Pelo fato do besilato de anlodipino representar uma alternativa terapéutica muito
utilizada, tornou-se interessante realizar estudo comparativo de alguns produtos disponiveis
no mercado nacional, visto que, ndo foi encontrado na literatura estudos semelhantes que
viessem a contribuir para o controle de qualidade deste farmaco, auxiliando, assim, na

elucidagdo do dilema custo versus qualidade dos medicamentos.

6.2 Amostras utilizadas no estudo

e Cipsulas

Foram utilizados produtos de cinco farmécias magistrais, sendo que em cada farmacia
foi adquirido um lote na concentracdo de 6,9 mg de besilato de anlodipino. Os produtos foram

denominados A, B, C, D¢ E.
e Comprimidos

Foi utilizado um lote de cada laboratério produtor, na concentragdo de 6,9 mg de

besilato de anlodipino. A amostragem estd composta dos seguintes laboratorios:

F- Norvasc®, Pfizer®

G — Besilato de anlodipino, EIM.S.®
H — Besilato de anlodipino, Merck®™
I - Anlodibal®, Baldacci®

J — Besilato de anlodipino, Rambaxy”
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6.3 Solventes e reagentes

e Acetonitrila, Tedia®

e Acido cloridrico fumegante, Tedia®™
e Acido orto-fosforico 85%, Merck®
e Agua destilada

e Agua purificada

e @Gas hélio, White Martins®

e Metanol, Tedia®

e Solucdo de Karl-Fisher, Merck®

e Trietilamina, Merck®

6.4 Equipamentos e acessorios

e Aparelho de desintegragdo, Nova Etica®

e Aparelho para teste de dissolugdo, Pharma Test"

e Aparelho de karl fisher, Titroline Alpha®™

e Balanca analitica, Sartorius®

e Banho ultra-sénico, Thornton®

e Bomba de vacuo, Primar®

e Centrifuga, Jouan®

e Coluna cromatografica de fase reversa octadesilcilano Luna”® (250 mm x 4,6
mm d.i.) 4 pm, Phenomenex®

e Cromatografo liquido Shimadzu equipado com controlador SCL-10 AD,,,, com
bomba modelo LC-10AD, detector com comprimento de onda variavel
UV/VIS modelo SPD-10 AD,y, injetor automéatico com “loop” variavel SIL-10
AD,, e integrador automatico computadorizado através do software CLASS
VP 5.0%.

e Destilador, Biomatic®

e Durdémetro, Pharma Test®

e Espectrofotdmetro UV-VIS, Shimadzu®
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e Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 pm, 47 mm, Sartorius®

e Membrana filtrante de celulose regenerada, porosidade 0,45 um, 13 mm,
Sartorius®

e Filtro quantitativo faixa preta, Schleicher & Schuell®

e Friabilometro, Pharma Test®

e Kit para filtragdo, Millipore®

e Pipetador Transferpette, Brand®

e Potencidometro, Fieldlab Schott®

e Termdmetro de imersio, Incoterm®

6.5 Analise dos réotulos das amostras

Avaliaram-se as seguintes informacdes: teor, informagdes sobre o responsavel técnico,

lote, data de fabrica¢do, validade e quantidade.

6.6 Determinacio de peso médio das capsulas e comprimidos

Para a realizacdo deste teste foram escolhidas, aleatoriamente, vinte capsulas de cada
produto. Determinou-se o peso das capsulas cheias e a variagdo permitida conforme descrito
na Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Calculou-se, também, o peso médio do contetido das
capsulas, seguindo o mesmo método oficial.

Para a determinagdo do peso médio dos comprimidos foram escolhidas,
aleatoriamente, vinte unidades de cada produto, as quais foram pesadas individualmente.
Calculou-se o peso médio e a varia¢do permitida de acordo, também, com o método descrito

na Farmacopéia Brasileira [V ed. (1988).
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6.7 Determinac¢io do tempo de desintegracio dos comprimidos e capsulas

Determinou-se a desintegragdo em dagua, mantida a 37°C £ 1 °C, segundo a
Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988), tanto para capsulas quanto para comprimidos.

Para este teste foram utilizadas seis unidades de cada produto. Considerou-se como
tempo de desintegracdo o tempo em minutos e segundos em que foi percebida a desintegracao
total de todas as céapsulas e comprimidos ou quando se observam apenas restos de seus

revestimentos.

6.8 Determinacio da Umidade por Karl-Fischer

Para determinar a umidade contida nas formulac¢des foi utilizado o método de Karl-
Fischer, empregando titulador automatico, segundo a Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988).
Foram pesadas aproximadamente 200 mg do conteudo das capsulas ou dos comprimidos
triturados. Para determinar a porcentagem de umidade contida nos produtos utilizou-se o

seguinte calculo:

% de umidade = (gasto do reagente de Karl-Fischer x FC) x 100
quantidade de amostra (mg)

Onde:

FC = fator de corre¢do do reagente de Karl-Fischer

6.9 Determinacio de resisténcia mecinica em comprimidos

6.9.1 Friabilidade

Para a determinagcdo da friabilidade em comprimidos procedeu-se conforme a
Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Pesaram-se, com exatiddo, vinte comprimidos. Os
mesmos foram introduzidos no aparelho e submetidos a cem rotagdes num periodo de cinco

minutos. Apos, foram removidos quaisquer residuos de poeira dos comprimidos, € 0s mesmos
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foram novamente pesados. A diferenca entre o peso inicial e o final dos comprimidos

representou a friabilidade em fun¢ao da porcentagem de p6 perdido.

6.9.2 Dureza

Para a determinagdo da dureza em comprimidos procedeu-se conforme a Farmacopéia
Brasileira IV ed. (1988). Dez comprimidos foram submetidos, individualmente, a acdo do

aparelho, sendo medida a forga em Newton necessaria para esmaga-lo.

6.10 Identificacio do besilato de anlodipino nas amostras

Empregaram-se preparagdes com 5,0 mg de besilato de anlodipino SQR e o
equivalente de besilato de anlodipino em cépsulas e comprimidos, diluidas com a solug¢ao de
1% de HC1 0,1 N em metanol (concentragdo final de 20 pg/mL). Foram tracados espectros de
absor¢ao na regiao de 200 a 400 nm utilizando a mesma solugdo diluente e cubetas de quartzo
com 1 cm de espessura. Compararam-se as equivaléncias entre os maximos de absor¢do dos

espectros obtidos com as amostras ¢ a SQR.

6.11 Doseamento do besilato de anlodipino nas amostras

Para o doseamento das capsulas e comprimidos foi utilizado a espectrofotometria na
regido do ultravioleta. Os preparos do padrdo e das amostras foram realizados conforme

indicado no Capitulo II item 4.5.1.3. As analises foram realizadas em duplicata.

6.12 Teste de dissolucao

Realizou-se o teste de dissolucdo de besilato de anlodipino nas amostras em estudo
utilizando seis comprimidos e as condi¢des determinadas no Capitulo III, conforme Tabela
41. A porcentagem dissolvida do fairmaco foi determinada por cromatografia liquida para

capsulas e por espectrofotometria para comprimidos.
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Tabela 41 — Parametros utilizados para avaliacdo da porcentagem dissolvida de comprimidos
e capsulas.

Parametros
Meio HC10,0IN
Volume 500 mL
Aparato P4 (comprimido) e cesta (capsula)
Velocidade de rotagao 50 rpm
Volume coletado 5mL
Tempo de coleta 30 minutos
Temperatura 37,0+ 0,5°C

6.13 Perfil de dissolugao

O procedimento empregado para avaliacdo dos produtos foi o0 mesmo utilizado no item
6.12, conforme Tabela 41. As coletas foram realizadas nos tempos de 3, 5, 10, 15, 20, 30 e 40
minutos. Foram submetidas doze unidades de cada produtor ao teste, sendo que para a
quantificagdo do besilato de anlodipino dissolvido utilizou-se a cromatografia liquida.

Através do programa computacional ORIGIN 5.0 foram determinadas as areas sob a
curva da percentagem de dissolug¢do de besilato de anlodipino versus tempo individualmente
para doze unidades de comprimidos ou capsulas de cada produtor. A eficiéncia de dissolugdo

foi calculada da pela seguinte equagao:

ED% = Arqa sob a curva (ASC)  x 100
Area retangulo ygo

6.14 Uniformidade de dose unitaria das amostras

Foram avaliadas, individualmente, dez unidades de cada produto, por
espectrofotometria no ultravioleta. As amostras foram preparadas transferindo-se o conteudo
de uma unidade para baldo volumétrico de 50 mL, e prosseguindo a dilui¢do e extragcdo da
mesma forma que indicado no item 4.5.1.3 (Capitulo II).

A quantidade de farmaco presente em cada unidade foi avaliada seguindo

especificagdo da Farmacopéia Brasileira [V Edicao (1988).
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6.15 Resultados

No roétulo das cépsulas as informagdes existentes foram: lote, concentragdo,
quantidade, fabricagdo e validade. Os comprimidos estavam de acordo com a legislagdo
vigente (BRASIL, 2003c) contendo: informagdes ao paciente e informagdes técnicas.

As determinagdes individuais de peso dos cinco produtos manipulados analisados,
bem como o peso médio do conteudo dos mesmos, encontram-se na Tabela 42. Os valores

obtidos para os comprimidos analisados encontram-se na Tabela 43.

Tabela 42 — Valores individuais (mg) obtidos para determinagdo de peso-médio (PM), desvio
padrao (DP), limites inferior e superior permitidos e peso-médio do conteudo (PMc) para as
capsulas analisadas.

Capsulas A B C D E
1 170,5 191,1 182,6 156,6 156,1
2 164,8 194,0 185,8 153,7 148,5
3 168,0 189,5 187,2 155,0 155,9
4 173,7 188.,4 189,0 172,3 158,6
5 162,0 193,2 186,5 155,6 157,1
6 167,1 191,1 178,2 175,2 152,2
7 174,3 184,5 188,3 152,0 149,3
8 166,3 198,1 187,5 160,0 151,4
9 170,0 189.,9 185,2 148,2 157,0
10 170,8 191,8 188,6 168,1 152,9
11 172,7 193,9 184,2 156,3 156,9
12 168,1 192,0 186,7 155,5 159,6
13 167,2 190,3 186,3 161,4 154,0
14 167,9 188,5 191,3 157,0 155,1
15 171,3 184,5 192,9 156,7 155,5
16 176,5 194,3 189,3 157,5 158,0
17 181,3 187,0 189,2 175,6 151,5
18 184,6 194,1 192,3 152,6 158,0
19 175,8 191,7 193,1 164,2 156,4
20 182,2 192,2 181,9 166,9 153,0
PM + DP 171,8+59 191,0+3,3 187,3+3,7 160,0+7,8 1549+3,1
Limite inferior 154,58 171,9 168,57 144,02 139,37
Limite Superior 188,93 210,11 206,04 176,02 170,34

PMc + DP 130,9+59 143,1+3,1 150,0+3,6 109,1+7,8 108,3+3,0
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Tabela 43 — Valores individuais (mg) obtidos para determinagdo de peso-médio (PM), desvio
padrdo (DP) e limite inferior e superior permitidos para os comprimidos analisados.

Comprimidos F G H I J
1 201,5 170,9 61,1 353,6 199,5
2 212,8 167,5 60,9 355,5 197,5
3 194,9 168,8 60,3 352,5 199,7
4 190,1 173,4 57,6 356,6 202,2
5 203,3 171,9 59,2 354,1 200,6
6 204,2 170,0 60,0 353,5 197,7
7 201,6 172,3 59,2 352,7 200,7
8 199,6 169,6 59,0 352,6 196,4
9 200,0 175,7 58,8 352,7 203,1
10 199,7 169,3 60,9 3529 202,9
11 191,9 171,0 59,6 352,7 200,6
12 204,1 175,2 60,9 355,7 200,4
13 200,8 167,2 58,3 354,6 200,2
14 195,0 170,3 60,4 348,8 200,2
15 195,8 171,9 59,0 354,1 197,0
16 201,9 168,9 60,2 354,7 200,9
17 198,4 171,6 59,9 355,7 201,0
18 200,7 170,0 60,4 352,4 201,3
19 205,0 167,8 60,0 352,4 200,2
20 201,5 168,1 60,1 3533 200,2
PM + DP 200,1+5,0 170,6+23 59.8+0,9 353,6+1,7 2004+1,5
Limite inferior 185,13 157,78 53,81 335,88 185,32
Limite Superior 215,15 183,36 65,77 371,23 215,38

Os resultados do teste de desintegracdo estdo demonstrados na Tabela 44.
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Tabela 44 — Tempo de desintegragdo encontrado para cépsulas e comprimidos.

Capsulas Comprimidos
Produto Tempo Produto Tempo
A 2 min e 20 seg F 11 seg
B 2mine 7 seg G 10 seg
C 1 min e 16 seg H 10 seg
D 1 min e 23 seg I 15 seg
E 1 min e 56 seg J 12 seg

Os resultados da determinagao de umidade estao demonstrados na Tabela 45.

Tabela 45 — Porcentagem de umidade encontrada para os produtos analisados através do
método de Karl-Fischer.

Capsulas Comprimidos
Produto Umidade (%) Produto Umidade (%)
A 6,5 F 4,8
B 12,4 G 7,5
C 11,3 H 4.4
D 6,4 I 6,3
E 6,0 J 6,2

Os resultados do teste de friabilidade e dureza encontrados para os comprimidos

analisados encontram-se na Tabela 46.

Tabela 46 — Valores obtidos na determinacdo de friabilidade e dureza dos comprimidos
analisados.

Produto Friabilidade (%) Dureza (N)
F 0,16 4791
G 0,25 35,77
H 0,21 23,34
I 0,14 63,33
J 0,33 38,15

A Figura 35 apresenta a identificag@o do besilato de anlodipino nas amostras.



Ab

0.0
wawelergfh fom |

Pres

o

107

00 w00 w0s 00 w00 w0n
! peiergh fren | waelenggh o |
1 1
E L]
»
b
00 00 w0s 00 w01 4
! peiergh fren | Wareslength fom |
1 1
G H
238 n 238 qun
» »
H sy [ LI
= 1/”3“-\
00 00 w0s 00 201 4
! peiergh fren | Wareslength fom |
1 1
o Rl
238 n
u -
B o H
360 pan.
200 3000 w08 2000 3000 4000
] Washrgth |
1
SOR)
35 nem

L

200

300.0
winvelergh o]

&0d

Figura 35 — Espectros de absor¢do na regido do ultravioleta das amostras A, B, C, D, E, F, G,
H, I, J e SQR, diluidos com a solugao de 1% de HC1 0,1 N em metanol, na concentragao de 20
pg/mL.
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Os resultados obtidos para a determinagdo quantitativa de besilato de anlodipino nas

capsulas e comprimidos, encontram-se nas Tabela 47 e 48, respectivamente.

Tabela 47 — Valores experimentais obtidos para andlise do teor de besilato de anlodipino em
capsulas por espectrofotometria no ultravioleta.

A B C D E
Amostra
% mg % mg % mg % mg % mg
1 93,77 6,47 10588 7,31 101,46 7,00 96,31 6,65 96,95 6,69
2 95,14 6,56 104,37 7,20 101,39 7,00 9587 6,62 97,93 6,75

Meédia 94,45 6,52 105,13 7,25 101,42 7,00 96,09 6,63 97,44 6,72

DP 0,97 0,07 1,07 007 0,05 0,00 031 0,02 0,69 0,04

CV% 1,02 1,01 0,05 0,32 0,71

DP = Desvio padrdo
CV% = Coeficiente de variagdo percentual

Tabela 48 — Valores experimentais obtidos para analise do teor de besilato de anlodipino em
comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

F G H I J
Amostra
% mg % mg % mg % mg % mg
1 98,41 6,79 99,13 6,84 105,09 7,25 97,22 6,71 98,07 6,77
2 99,01 6,83 100,36 6,92 10594 7,31 9824 6,78 99,27 6,85

Média 98,71 6,81 99,75 6,88 105,52 7,28 97,73 6,74 98,67 6,81

DP 0,42 003 087 006 060 004 072 0,05 085 0,06

CV% 0,43 0,87 0,57 0,74 0,86

DP = Desvio padrao
CV% = Coeficiente de variac¢do percentual

Os resultados do teste de dissolugdo in vitro obtidos nas amostras de capsulas e
comprimidos, utilizando como meio de dissolug¢ao acido cloridrico 0,01N a 37 + 1°C, podem

ser observados na Tabela 49 e 50, respectivamente.
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Tabela 49 — Valores de porcentagens dissolvidas (%) de besilato de anlodipino em cépsulas
obtidas por cromatografia liquida.

Amostra A B C D E
1 104,72 89,40 103,08 98,49 93,70
2 96,56 89,73 99,89 95,71 96,73
3 93,83 89,63 102,88 93,35 96,81
4 87,94 95,21 101,68 100,57 95,48
5 99,89 97,67 99,59 93,57 97,72
6 97,88 125,78 98,05 90,33 97,00
Meédia 96,80 97,90 100,86 95,34 96,24
DP 5,67 14,09 2,01 3,73 1,44
CV% 5,86 14,39 1,99 3,91 1,49

DP = Desvio padrao
CV% = Coeficiente de variag@o percentual

Tabela 50 — Valores de porcentagens dissolvidas (%) de besilato de anlodipino em capsulas
obtidas por espectrofotometria no ultravioleta.

Amostra F G H I J
1 105,01 91,96 104,12 97,42 103,70
2 100,92 104,12 110,07 97,97 101,83
3 101,32 105,39 102,69 99,11 100,56
4 93,71 98,30 103,75 92,39 92,29
5 96,14 103,11 104,96 95,53 91,43
6 90,17 95,76 100,84 93,20 94,12
Média 97,88 99,78 104,41 95,94 97,32
DP 5,51 5,31 3,12 2,71 5,32
CV% 5,63 5,32 2,98 2,82 5,47

DP = Desvio padrao
CV% = Coeficiente de variag@o percentual
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Os resultados dos perfis de dissolugdo comprimidos e capsulas encontram-se nas

Figuras 36 e 37, respectivamente.

Comparacéao entre perfis capsulas
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Figura 36 — Representacdo grafica das porcentagens dissolvidas de besilato de anlodipino nas
capsulas em meio HC1 0,01N a 37,0 + 0,5 °C e 50 rpm, aparato 1.

Comparacao entre perfis comprimidos
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Figura 37 — Representagdo grafica das porcentagens dissolvidas de besilato de anlodipino nos
comprimidos em meio HC1 0,01N a 37,0 £ 0,5 °C e 50 rpm, aparato 2.
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Os valores de eficiéncia de dissolucao, os respectivos desvios padrdo e os coeficientes
de variacao obtidos para capsulas e comprimidos encontram-se, respectivamente, nas Tabelas

51 e 54, respectivamente.

Tabela 51 — Valores de eficiéncia de dissolucdo (%) obtidos para capsulas de besilato de
anlodipino, desvio padrio (DP) e coeficiente de variacdo (CV%).

Amostra A B C D E

1 96,09 61,27 87,18 96,83 90,98

2 89,56 67,33 84,95 94,62 94,25

3 87,99 67,49 83,07 92,74 96,13

4 69,38 70,86 81,42 98,37 94,53

5 91,26 73,81 82,76 91,74 95,87

6 92,03 90,55 84,54 89,26 95,23

7 88,62 77,67 88,20 106,95 97,01

8 88,68 72,28 82,72 86,11 94,31

9 98,53 65,83 84,22 87,84 91,20
10 88,69 74,76 83,02 90,26 92,35
11 93,90 74,87 78,52 93,72 87,34
12 89,39 81,76 82,90 90,56 94,94
Média 89,51 73,21 83,63 93,25 93,68
DP 7,15 7,80 2,53 5,59 2,74
CV% 7,99 10,66 3,02 5,99 2,93

Os resultados dos tratamentos estatisticos a que foram submetidos os valores de
eficiéncia de dissolug¢dao obtidos para capsulas encontram-se na Tabelas 52 (ANOVA) e 53

(Tukey).
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Tabela 52 — Analise de variancia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de

dissolucdo de capsulas de besilato de anlodipino.

Fontes de variacio GL 53::;:338 Variancia F*
Entre 4 3492 873 27,76 (2,57)
Residuo 55 1730 31
Total 59 5222

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Tabela 53 — Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugao encontradas para

capsulas.
Produto Média (X) X -73,21 X — 83,63 X - 89,51 X - 93,25
E 93,68 20,47%* 10,05* 4,178 0,43
D 93,25 20,04* 9,63* 3,74 -
A 89,51 16,30* 5,88 NS - -
C 83,63 10,42% - - -
B 73,21 - - _ ]

* = significativo para p < 0,05
NS = nao significativo para p < 0,05
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Tabela 54 — Valores de eficiéncia de dissoluc¢do (%) obtidos para comprimidos de besilato de
anlodipino, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV%).

Amostra F G H I J

1 93,04 84,75 98,06 92,82 89,68

2 90,33 79,93 90,59 92,30 90,64

3 89,47 97,10 96,47 92,12 90,47

4 85,45 74,16 90,00 81,46 90,03

5 85,51 65,44 81,63 79,51 85,50

6 89,63 43,53 86,91 76,80 72,24

7 91,52 86,33 95,98 92,53 86,39

8 91,25 90,16 97,05 91,48 87,05

9 88,98 80,04 95,07 87,47 86,96
10 81,19 52,14 91,58 81,66 79,73
11 81,94 69,26 87,63 77,50 83,35
12 75,12 80,28 82,64 79,41 81,01
Média 86,95 75,26 91,13 85,42 85,25
DP 5,29 15,54 5,60 6,58 5,46
CV% 6,09 20,65 6,14 7,70 6,40

Os resultados dos tratamentos estatisticos a que foram submetidos os valores de
eficiéncia de dissolucdo obtidos para comprimidos encontram-se na Tabelas 55 (ANOVA) e

56 (Tukey).



114

Tabela 55 — Analise de variancia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de
dissolu¢do dos comprimidos comerciais de besilato de anlodipino.

Fontes de variacio GL 53::;:338 Variancia F*
Entre 4 1636 409 5,47 (2,57)
Residuo 55 4113 75
Total 59 5750

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Tabela 56 — Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugao encontradas para
comprimidos.

Laboratorio  Média (X) X —-75,26 X — 85,25 X - 85,42 X — 86,25

H 91,13 15,87* 5,885 571N 4,18
F 86,95 11,69% 1,70N 1,538 ;
I 85,42 10,16* 0,17™ - ]
J 85,25 9,99% - ; ]
G 75,26 - - _ ]

* = significativo para p < 0,05
NS = nao significativo para p < 0,05

Os valores experimentais obtidos na determinagdo da uniformidade de dose de besilato
de anlodipino nos produtos de capsulas e comprimidos encontram-se nas Tabelas 57 e 58,

respectivamente.
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Tabela 57 — Valores experimentais (%) obtidos na determinacdo da uniformidade de dose de
besilato de anlodipino em cépsulas.

Amostra A B C D E

1 92,26 102,34 101,54 88,03 100,99
2 97,69 58,95 99,27 96,43 100,31
3 98,71 93,53 101,77 93,48 100,65
4 103,46 92,95 104,05 90,08 97,37
5 103,34 35,37 102,34 91,10 96,46
6 109,11 110,81 98,70 94,16 95,56
7 101,42 95,93 102,23 93,71 100,42
8 94,98 108,18 100,97 106,07 100,20
9 100,52 109,32 101,32 102,89 95,67
10 99,61 79,90 98,13 92,80 99,52

Média 100,11 88,73 101,03 94,87 98,72

CV% 4,72 27,55 1,81 5,92 2,22

CV% = Coeficiente de variagao percentual

Tabela 58 — Valores experimentais (%) obtidos na determinacdo da uniformidade de dose de
besilato de anlodipino em comprimidos.

Amostra F G H I J
1 100,06 89,91 107,21 96,32 94,57
2 94,51 95,60 108,91 98,36 99,80
3 97,11 97,19 113,23 97,23 96,73
4 99,38 100,03 108,69 98,93 98,32
5 95,41 99,46 111,98 95,75 99,23
6 97,57 99,91 111,18 97,91 95,94
7 99,50 101,05 107,21 96,09 95,14
8 96,32 99,12 105,96 97,57 96,85
9 96,77 99,12 110,05 98,82 98,66
10 99,84 95,37 109,93 98,02 96,39
Média 97,65 97,68 109,44 97,50 97,16
CV% 2,01 3,40 2,09 1,16 1,82

CV% = Coeficiente de variag@o percentual
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6.16 Discussao

A integracdao do setor produtivo com o controle de qualidade, na industria de
medicamentos, exerce papel fundamental na garantia da execuc¢do das boas préticas de
fabricacdo e de laboratério para que o fAirmaco possa alcangar sua forma farmacéutica final,
garantindo ao paciente medicamento de otima qualidade (SANTORO, 1988). As formas
magistrais devem, igualmente, apresentar essa qualidade.

As formas sélidas administradas por via oral possuem uma ampla prescri¢do na pratica
médica devido a praticidade, economia, e inclusive uma maior seguranga em relagcdo a
dosagem em fun¢ao de ser uma dose unitaria (STORPIRTIS, 1999).

Na avalia¢do das capsulas e comprimidos devem ser realizados testes que incluam
determinagdes quantitativas e qualitativas através de processos fisico-quimicos, quimicos ou
bioldgicos.

No presente trabalho foram avaliados dez produtos contendo besilato de anlodipino.
Cinco eram capsulas manipuladas e os demais comprimidos. As analises foram realizadas no
sentido de verificar a qualidade e contribuir para um estudo de intercambialidade das mesmas,
ja que os produtos possuem diferengas consideraveis quanto aos seus custos.

Na analise dos rotulos verificou-se que as capsulas manipuladas ndo traziam
informacdes importantes, tais como as caracteristicas da formulagao, excipientes, principais
indicagdes, contra-indicacdes, posologia e efeitos colaterais. Quanto aos comprimidos, tais
informagdes constavam em suas respectivas bulas (BRASIL, 2003c).

Em relacdo ao peso, cada unidade da capsula ou do comprimido deve conter uma
quantidade especifica de principio ativo relacionada a uma determinada quantidade da
formulag¢do do medicamento proposto (LACHMAN et al., 1986). Logo, no ato da produgao de
comprimidos e da manipulagdo das capsulas, o ajuste correto dos pesos constituem-se em
etapa importante. As amostras submetidas a determinagdo de peso médio devem estar dentro
das especificacdes propostas pela Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988), onde a variagdo
individual permitida para capsulas com peso médio de até 300 mg pode ser de até 10%. Para
comprimidos a farmacopéia preconiza variacdes de + 10%, para peso médio de até 80 mg; se
o peso médio estiver entre 80 ¢ 250 mg, a variacdo individual permitida podera ser de + 7,5%
e se for acima de 250 mg, a variagdo permitida ¢ de + 5,0%. Os resultados da variacao de peso

realizados para as cépsulas (Tabela 42) e comprimidos (Tabela 43) mostraram que os
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produtos analisados apresentaram todas as unidades dentro dos limites especificados,
cumprindo, portanto, com os requisitos do teste.

A desintegracdo constitui-se em etapa importante na absor¢do do fairmaco. Para que
ocorra a liberagdo do farmaco no organismo, o mesmo deve estar em solucdo e, para isso, €
necessario que ocorra a desagregagdo em particulas menores ou granulos. Para o teste de
desintegracdao, os resultados (Tabela 44) demonstram que todos os produtos analisados
encontram-se dentro das especificagdes da Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988): 45 minutos
para capsulas e 30 minutos para comprimidos.

O teste para determinar a umidade contida nas formas farmacéuticas ¢ muito
importante devido ao fato de que a 4agua contida junto ao firmaco e aos excipientes pode
interferir no peso médio, teor, uniformidade, desintegracdo e dissolucdo do farmaco
interferindo, assim, na biodisponibilidade do medicamento. Pode interferir, também, na
estabilidade do farmaco. Verificou-se que os produtos analisados se encontram com a
porcentagem de agua entre 4% e 12% (Tabela 45). Os produtos B e C, ambos capsulas,
apresentaram teores de umidade superiores a 11%. Nao existe, no entanto, especificagdo para
umidade do besilato de anlodipino nas formas avaliadas.

Para o teste de resisténcia mecanica (Tabela 46) verificou-se que os comprimidos
analisados possuem boa resisténcia aos choques mecéanicos, com menos de 1,5 % de perda
durante a execugao do teste. Os resultados variaram de 0,14% a 0,33%. Quanto ao teste de
dureza, somente o produto H apresentou resultado abaixo do limite especificado, que ¢ de 30
N. Todos os demais produtos cumpriram com a especificagdo conforme Farmacopéia
Brasileira IV Edi¢ao (1988).

A presenca do farmaco nos produtos foi demonstrada pelo teste de identificacdo
utilizado, a espectrofotometria na regido do ultravioleta. A substancia ativa foi identificada
como sendo besilato de anlodipino, ja que seus espectros de absor¢do ficaram sobrepostos
com o espectro da substancia quimica de referéncia, com os mesmos maximos de absorg¢ao,
como pode ser observado na Figura 35.

Na andlise de doseamento do farmaco nos produtos em estudo foi verificado que todos
estavam dentro de uma faixa de 90 a 110% da quantidade declarada de farmaco nas amostras
de céapsulas e comprimidos, conforme Tabelas 47 e 48, respectivamente. Verifica-se, no
entanto, que houve maior varia¢do de teor entre as capsulas. Entre o produto A (menor valor)
e o produto B (maior valor) a diferenga foi superior a 10%. Entre os comprimidos

verificaram-se variagdes menores. Em relacdo ao produto F (referéncia), verificou-se que as
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diferengas de teores foram < 1% em comparagdo aos produtos G, H e I. A diferenga entre o
produto H e o produto F foi superior a 6%. Segundo a ANVISA, para ser submetido a estudo
de bioequivaléncia a diferenga de teor entre 0 medicamento teste e o referéncia deve ser de no
maximo 5% (BRASIL, 2003d).

Segundo a Farmacopéia Brasileira IV edicao (1988), o teste de dissolugdo determina a
porcentagem da quantidade de principio ativo, declarado no rétulo do produto, liberado no
meio de dissolugdo, dentro do periodo de tempo especificado, sob aparelhagem e condigdes
experimentais descritas. Todos os produtos apresentaram % dissolvida superior a 95% em 30
minutos (Tabelas 49 e 50). O produto B, no entanto, apresentou coeficiente de variacao
relativamente elevado, entre as seis unidades, em comparacdo aos demais, sugerindo uma
uniformidade inadequada para este lote.

Com base nos resultados obtidos nos perfis de dissolucdo constatou-se que os valores
de percentagem de farmaco dissolvidos, para grande maioria dos produtos testados, excedem
85% em 15 minutos (Figuras 36 e 37). Devido a isto, ndo foi possivel a realizagdo da
comparagao utilizando método modelo independente simples que emprega fator de diferenca
(f1) e de semelhanca (f;). Em virtude do exposto, o método escolhido para comparagdo dos
perfis foi a eficiéncia de dissolugdo (ED), que pode ser utilizada para um estudo comparativo
mais detalhado, através da aplicagdo de um método estatistico para avaliar a existéncia ou nao
de diferenca significativa.

Em relagdo ao parametro de ED% para capsulas (Tabela 51) verificou-se através do
coeficiente de variacdo percentual, que os produtos A e B possuem uma maior variabilidade
intra-lote que os demais. Na avaliacdo do tratamento estatistico a que foram submetidos os
valores de ED (Tabela 52), foi possivel observar que existe diferenca significativa entre as
diferentes capsulas. Aplicando o teste de Tukey constatou-se que héa diferenca significativa
entre o produto B e os demais; do produto C com D e E, enquanto que o C foi semelhante ao
A, como pode ser observado na Tabela 53. A semelhanca foi encontrada entre os produtos A,
DeE.

Na avaliacdo dos parametros de ED% para comprimidos (Tabela 54) constatou-se,
pelo coeficiente de variagdo percentual, que o produto G possui grande variabilidade entre as
unidades do mesmo lote. Em relagdo a andlise de variancia, os produtos apresentaram
diferencas estatisticamente significativa, quando se compara o valor de F obtido e o tabelado,

conforme indicado na Tabela 55. A Tabela 56 apresenta os resultados obtidos com o teste de
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Tukey, onde verifica-se que somente o produto G possui perfil de dissolucao diferente dos
demais, que nao apresentaram diferengas entre si.

As diferencas encontradas em relacdo aos produtos estudados poderiam alterar sua
biodisponibilidade. Amidon et al. (1995) sugerem, no entanto, que produtos contendo
farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade ou alta solubilidade e baixa
permeabilidade, como ¢ o caso do besilato de anlodipino, podem ser considerados
bioequivalentes desde que apresentem dissolugdo de 85% do farmaco em menos de 15
minutos. Apenas os produtos G ¢ B ndo cumpriram com essa especificacdo. A presenga ou
nao de bioequivaléncia entre os produtos s6 podera ser confirmada apds realiza¢ao de estudo
in vivo, ja que ndo existe correlagdo in Vvivo — in vitro estabelecida para capsulas e
comprimidos contendo besilato de anlodipino.

A uniformidade de contetido permite verificar a correta distribuicdo do fairmaco em
cada unidade dos produtos. Constitui-se, assim, em analise muito importante, principalmente
para farmacos com janela terapé€utica estreita. Segundo a Farmacopéia Brasileira IV ed.
(1988) os valores individuais podem variar de 85 a 115%, com CV% maximo de 6%.

Todos produtos, exceto B, cumpriram com as especificagdes para o teste de
uniformidade de conteudo (Tabelas 57 e 58). O produto B apresentou valores abaixo dos
limites especificados pela farmacopéia, além do coeficiente de variacdo ter sido superior ao
permitido. Segundo a Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988), quando o produto ndo cumpre
com as especificagdes para uniformidade de contetido (85% - 115%, CV% maximo de 6%,
mas dentro de 75 a 125%) devem ser realizadas novas analises com mais 20 amostras
adicionais. Se o produto ndo cumprir novamente com as especificacdes (75 a 125%, CV%
maximo de 7,8%) ¢ reprovado. Embora duas unidades em dez tenham ficado fora da faixa de
75 a 125%, foram realizadas novas analises com mais 20 unidades. Os resultados obtidos
comprovaram a falta de uniformidade do farmaco no lote testado.

Em funcao dos resultados obtidos, pode-se verificar que os produtos A, C, D ¢ E
foram equivalentes farmacéuticos, pois apresentaram resultados adequados em todos os testes
a que foram submetidos. Na comparagdo estatistica da eficiéncia de dissolugdo detectou-se
diferenca significativa entre o produto C com E e D. Isto explica-se pela maior cedéncia de E
e D em comparagdo com C. No entanto, pelo fato do produto C apresentar elevada
porcentagem de liberagdo, superior a 85% em 15 minutos (Figura 36), justifica-se a afirmagao

de possuir comportamento semelhante aos produtos A, D e E.
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Avaliando os resultados obtidos para o produto B, pode-se afirmar que o mesmo nao
possui qualidade para o consumo humano, nao pode ser dispensado € nem submetido a estudo
de bioequivaléncia nessas condigdes.

Os produtos F, I e J] mostraram-se equivalentes farmacéuticos nos testes a que foram
submetidos. O produto H, embora tenha apresentado resultados adequados nas andlises de
peso médio, friabilidade, desintegragdo, dissolu¢do e uniformidade, ndo cumpriu com a
especifica¢do de dureza indicada Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Também nao poderia
ser submetido a estudo de bioequivaléncia, pelo motivo exposto anteriormente.

O lote do produto G apresentou porcentagem de liberacdo inferior a 85% em 15
minutos (Figura 37), com diferenca significativa de eficiéncia de dissolu¢do em relagao aos
demais produtos, tornando-se ndo equivalente farmacéutico aos mesmos.

Os resultados demonstram que tanto os manipulados quanto os comerciais apresentam
desvios de qualidade, indicando a necessidade de controle de qualidade mais rigoroso por

parte do produtor, antes da liberagdo do produto para o mercado.
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7 CONCLUSOES

e As andlises espectroscopicas (RMN "H, RMN "°C e IV) permitiram a caracterizagio

da substancia quimica utilizada como referéncia no presente estudo;

e O método desenvolvido através de cromatografia liquida, nas condigdes experimentais
estabelecidas, mostrou-se linear, sensivel, especifico, preciso, exato e robusto para

analise quantitativa de besilato de anlodipino em comprimidos e capsulas;

e O método desenvolvido através de espectrofotometria na regiao do ultravioleta a 238
nm, utilizando 1% de HCI 0,1N em metanol (V/V) e dgua destilada como solventes,
mostrou-se linear, sensivel, especifico, preciso e exato para andlise quantitativa de

besilato de anlodipino em comprimidos e capsulas;

e A analise comparativa entre os métodos propostos para a determinacao quantitativa de
besilato de anlodipino demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa,

sendo caracterizada a equivaléncia dos mesmos;

e O uso de 500 mL de 4cido cloridrico 0,01N a 37°C + 0,5°C, aparato pa e velocidade
de rotagdo de 50 rpm, demonstraram resultados satisfatorios para avaliar a dissolugdo

de comprimidos contendo besilato de anlodipino;

e O uso de 500 mL de acido cloridrico 0,01N a 37°C £ 0,5°C, aparato cesta e velocidade
de rotacao de 50 rpm, demonstraram resultados satisfatorios para avaliar a dissolugdo

de céapsulas contendo besilato de anlodipino;

e Sugere-se que a especificacdo: 85% de dissolugdo em 30 minutos seja suficiente para

comprovar a qualidade de comprimidos e capsulas, nas condigdes estabelecidas;

¢ O método por cromatografia liquida mostrou-se adequado para avaliar a % dissolvida

de besilato de anlodipino tanto em capsulas como em comprimidos;
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O método espectrofotométrico mostrou-se adequado para avaliar a % dissolvida de
besilato de anlodipino apenas para comprimidos, devido a interferéncia apresentada

pelas capsulas;

No estudo comparativo realizado verificou-se que nem todos os produtos cumpriram

com as especificagdes indicadas nas farmacopéias quanto as caracteristicas gerais;

O teor de besilato de anlodipino nos produtos analisados ficaram dentro da faixa de

90 — 110%;

Todos os produtos avaliados apresentaram % de dissolu¢dao superior a 95% em 30

minutos;

Na andlise do perfil de dissolugdo, todos os produtos, exceto os produtos B e G

apresentaram % dissolvida superior a 85% em 15 minutos;

Nem todos os produtos podem ser considerados intercambidveis.
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9 ANEXO

9.1 Artigo aceito
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