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RESUMO

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

OTIMIZACAO DA AVALIACAO DA MATERIA PRIMA E
COMPRIMIDOS DE ATENOLOL: APLICACAO EM PRODUCAO,
CONTROLE E REGISTRO DE MEDICAMENTO GENERICO
AUTORA: ANELISE WEICH
ORIENTADORA: PROF*. DR*CLARICE MADALENA BUENO ROLIM
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 07 de mar¢o de 2007.

O atenolol ¢ um betabloqueador seletivo que age preferencialmente sobre os receptores
adrenérgicos beta-1 do coragdo, utilizado no controle da hipertensao arterial, angina pectoris,
arritmias cardiacas e no tratamento do infarto do miocardio. Este trabalho tem o objetivo de
otimizar as metodologias descritas para a avaliagdo do fairmaco e comprimidos de atenolol,
através do desenvolvimento e validacdo de métodos simples e mais acessiveis para avaliagao
de comprimidos e matéria prima de atenolol. Procura, também, destacar as caracteristicas
ideais para o farmaco na fase de pré-formulacdo e desenvolvimento da forma farmacéutica.
Neste contexto, foram desenvolvidas e validadas metodologias por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria no ultravioleta para quantificacdo de atenolol em
comprimidos. Foram também aplicadas técnicas de caracterizacdo da matéria prima para
classificagdo da mesma na fase de pré-formulagdo. O método desenvolvido por cromatografia
liquida de alta eficiéncia apresenta vantagens sobre o método farmacopeico por estabelecer
uma analise sem utilizacdo de reagente de pareamento i6nico, heptanossulfonato, por ser mais
rapido e simples. Ambos os métodos quantitativos desenvolvidos apresentaram-se lineares,
especificos, exatos, precisos, robustos, e equivalentes entre si. Para o estudo de dissolucao
realizado com as formulagdes farmacéuticas de atenolol, apds a analise de eficiéncia de
dissolu¢do, ndo se observou variagdo significativa entre as curvas de dissolugdo obtidas
através dos métodos desenvolvidos e da metodologia farmacopeica. A andlise da matéria-
prima de atenolol permitiu sua caracterizacdo, garantindo um emprego adequado na
fabricagdo da forma farmacéutica. As andlises comparativas entre o medicamento teste € o
medicamento referéncia permitem afirmar que as duas formulagdes sdo semelhantes e com
mesmo desempenho in vitro, isto €, sdo equivalentes farmacéuticos. Os métodos descritos sao
uteis em analise de controle de qualidade rotineira de formulagdes farmacéuticas de atenolol e
a analise comparativa entre os métodos propostos € a metodologia oficial, demonstrou nao
haver diferenca estatisticamente significativa, caracterizando a equivaléncia dos mesmos.

Palavras-chave: atenolol; CLAE; espectrofotometria; dissolugdo; equivaléncia farmacéutica.



ABSTRACT

Dissertation for obtaining the degree of Master
Program Post-Graduate in Pharmaceutical Science
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

OPTIMIZATION OF ATENOLOL RAW MATERIAL AND TABLETS
EVALUATION: APLICATION IN PRODUCTION, CONTROL AND
REGISTER OF GENERIC DRUGS
AUTHORA: ANELISE WEICH
ADVISER: PROF? DR? CLARICE MADALENA BUENO ROLIM
Place and Date of Defense: Santa Maria, march, 2007.

The atenolol is a selective B-blocker that acts specially on -one adrenergic receptors of the
heart, used in the control of high blood pressure, pectoris angine, cardiac arrhythmias and the
treatment of miocardic stroke. This paper aimed to optimize the described methodologies for
drugs and tablets of atenolol. It proposes to develop and validate simple and more accessible
tests to evaluate atenolol tablets and raw material. It also emphasizes the ideal characteristics
for drugs in the pre-formulation and development of the pharmaceutical form. Methodologies
were developed and validated by HPLC and UV spectrophotometric for the quantification of
atenolol in tablets. Raw material characterization techniques were also applied for the
classification of atenolol in the pre-formulation. A pharmaceutical equivalence test was
performed and compared to the national market reference drug. The HPLC developed method
presents advantages over the official methodology to establish an analysis without the use of
ionic pareator heptane sulphonate, for being faster and more simple. Both quantitative
development methods were linear, specific exact, precise, robust and equivalent between
themselves. For the dissolution performed with atenolol pharmaceutical form, after the
dissolution efficiency analysis no meaningful difference were observed between the obtained
dissolution curves through developed methods and the pharmacopeial methodology. The
atenolol raw material analysis permitted its characterization, assuring an adequate use in the
pharmaceutical form manufacturing. The comparative analysis between the test drug and
reference drug allowed to claim that the two formulations are similar and with the some in
vitro performance, i.c., they are pharmaceutical equivalent. The described methods are useful
in routine quality analysis control of atenolol. The comparative analysis between the proposed
methods and official methodology demonstrated that there is no statistical meaningful
differences characterizing their equivalence.

Keywords: atenolol, HPLC, spectrophotometry, dissolution, pharmaceutical equivalence.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde, politica de medicamentos ¢ um conjunto
de diretrizes com a finalidade de assegurar para a populacdo uma provisdo adequada de
medicamentos seguros, eficazes e de boa qualidade (WHO, 1995).

Considerando que no Brasil 86% dos farmacos registrados estdo fora de protecdo
patentaria, e que mais de 50% da populagdo brasileira ndo tem acesso a medicamentos por
problemas economicos, conclui-se que os medicamentos genéricos, além de serem uma
realidade irreversivel, correspondem a um mercado em franco desenvolvimento (HISTORIA,
2005).

Em 1999, a Lei 9.787 de 10 de fevereiro, instituiu o medicamento genérico no pais de
acordo com as normas internacionais (EMEA, FDA e OMS), com o intuito de garantir que a
qualidade dos medicamentos genéricos no Brasil fosse comparada a dos medicamentos
genéricos fabricados no restante do mundo. A referida lei foi regulamentada pela Resolugao
391 de 09/08/99, mais tarde revogada pela Resolugdo 135 de 29/05/03 que apresenta todos os
critérios sobre producdo, ensaios de bioequivaléncia, ensaios de biodisponibilidade, registro,
prescri¢do e dispensagdo de medicamentos genéricos (HISTORIA, 2005; BRASIL, 1999 e
BRASIL, 2003b).

A partir da publicagdo da Lei 9.787 da-se inicio uma nova fase no mercado
farmacéutico brasileiro, reflexo do que ja vinha acontecendo no cendrio mundial, como por
exemplo, na Alemanha, Japdo, Estados Unidos, India e China. Apesar do avango regulatorio
ocorrido nos ultimos anos, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas. Uma delas diz
respeito a regulamentagdo do setor farmoquimico, que atualmente ndo conta com critérios
rigidos que garantam a procedéncia e a qualidade dos fdrmacos comercializados no Brasil
(HISTORIA, 2005). A qualidade de um medicamento comega durante os estudos de
desenvolvimento farmacéutico, sendo uma de suas funcdes identificar os parametros que
podem influenciar a qualidade (pureza) do produto. “Um desenvolvimento farmacéutico

apropriado e estudos adequados de desempenho e de compatibilidade entre a substancia ativa



e os excipientes podem identificar precocemente a presenca de impurezas, pode“‘“z(")”

adotada uma abordagem para evitar a sua presenga” (BANAKAR, 1999).

A prevaléncia estimada de hipertensdo no Brasil atualmente ¢ de 35% da populagdo
acima de 40 anos. Isso representa, em numeros absolutos, um total de 17 milhdes de
portadores da doenca, segundo estimativa de 2004 do Instituto Brasileiro de Geografia
Estatistica (IBGE). Segundo dados do Programa Hiperdia do governo federal, o Brasil possui
hoje mais 3 milhoes de hipertensos (DATASUS, 2006).

A hipertensao ¢ uma doenga muito comum em todo o mundo e atinge jovens, adultos e
idosos, pessoas de ambos os sexos, de todas as racas e de qualquer padrdo social. Os fairmacos
bloqueadores B-adrenérgicos sao muito utilizados no tratamento da hipertensdo, assim como
em algumas patologias cardiacas (GOODMAN & GILMAN, 2003). O atenolol ¢ indicado
terapeuticamente no controle da hipertensdo arterial, da angina pectoris, de arritmias cardiacas
e no tratamento do infarto do miocardio (WADWORTH et al, 1991). E um bloqueador
seletivo de receptores pl-adrenérgicos (GOODMAN & GILMAN, 2003). E comercializado
nas dosagens de 25 mg, 50 mg e 100 mg, estando em 34° lugar no ranking dos medicamentos
mais comercializados no Brasil (GENERICO INFO, 2005).

Com a politica de medicamentos genéricos implantada e em franca expansdo em nosso
pais a abordagem de uma otimizagdo na avaliagdo do farmaco atenolol e a sua forma
farmacéutica comprimido, torna-se relevante na medida em que muitos sdo os fatores que
devem ser considerados para que o medicamento possa garantir sua eficicia e terapéutica,
inclusive por se tratar de um medicamento utilizado em doengas cronicas e por longos
periodos de tempo. Ainda, se quer demonstrar subsidios que as industrias possam estar
agregando aos seus controles de qualidade para que a uniformidade lote a lote seja
assegurada, isso inclui estudos sobre a solubilidade do farmaco, aspectos fisicos da matéria
prima como o tamanho da particula, o polimorfismo, caracteristicas importantes para evitar
problemas na formulacao.

Apesar de muitas publicagcdes envolvendo o farmaco atenolol e o fato de o mesmo
possuir monografia oficial nas farmacopéias americana e britanica, ainda existe muito a
pesquisar a respeito. Neste contexto, este trabalho sugere um estudo de otimizagdo da
avalia¢do analitica do farmaco e das formulagdes farmacéuticas de atenolol: aplicagdo em

producao, controle e registro de medicamento genérico.
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1.10bjetivo

1.1.10bjetivo Geral

O objetivo deste estudo foi a otimizagdao da avaliagdo do farmaco e comprimidos de
atenolol, através da proposicao de metodologias alternativamente mais viaveis em relagao as
oficiais, avaliacdo detalhada do farmaco utilizado na fabricagdo dos comprimidos, avaliacao
da intercambialidade entre medicamento teste e referéncia e comparacdo das metodologias

propostas com as oficiais existentes.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar ensaios fisicos e fisico-quimicos para qualificacdo da matéria-prima
de atenolol incluindo: identifica¢do, umidade, residuo de ignicdo, rotagdo Otica
especifica, teor de farmaco, limite de cloretos, angulo de repouso, %
compressibilidade, densidade, granulometria, calorimetria  diferencial

exploratoria;

e Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo de atenolol por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa com deteccdo em PDA
e por espectrofotometria no ultravioleta e aplicagdo em testes de dissolugdo,
bem como comparar os resultados obtidos nas metodologias utilizadas para

quantificagdo de atenolol;

e Realizar ensaios fisicos e fisico-quimicos (teor de farmaco, peso médio,
uniformidade de contetdo, dureza, friabilidade, umidade) em amostras de

comprimidos de atenolol, bem como realizar ensaio de perfil de dissolugao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracoes Gerais

O atenolol, figura 1, (4 — [2 — hidroxi — 3 — [(I —metiletiletil) amino] propoxi]
benzenoacetamida) pode ser quimicamente descrito como uma benzenoacetamida. Sua
formula molecular é C4HN,O; (BUDAVARI, 2001). E um composto hidrofilico
relativamente polar, solivel em agua (26,5 mg/mL a 37°C), em HCI 1N (300 mg/mL a 25°C)
e pouco soluvel em cloroféormio (3 mg/mL a 25°C), ¢ uma mistura racémica (PDR
GENERICS, 1997).

EllH
OCH, CHOHLMHCH ( CHa ) 5

0
ot
= y
H,

Figura 1 — Estrutura quimica do atenolol (CAS 29122-68-7)

A administracdo de dose oral unica de atenolol de 50 mg e de 100 mg tem resultado
em reducdo significante da pressdo sanguinea sistolica e diastdlica e da freqiiéncia cardiaca
(WADWORTH et al., 1991). Comparagdes do atenolol e do metoprolol com B-bloqueadores
ndo seletivos em pacientes hipertensos revelaram que cada um dos farmacos reduziu a pressao
sanguinea sistolica em grau comparavel, nas doses terapéuticas habituais. Entretanto, durante
a infusdo de adrenalina e, presumivelmente, o estresse, os pacientes tratados com atenolol ou
metoprolol sofreram elevacdo muito menor das pressdes sanguineas sistolica e diastolica do
que os individuos que receberam antagonista ndo seletivo. Isto € esperado, pois a dilatacao
vascular mediada pela adrenalina, que envolve receptores 32 nao ¢ bloqueada pelos agentes
seletivos B1 (GOODMAN & GILMAN, 2003).

No homem, a absor¢do de uma dose oral ¢ rapida e consistente, porém incompleta.
Aproximadamente 50% de uma dose oral ¢ absorvida no trato gastrointestinal, o restante ¢

excretado inalterado nas fezes. Os picos sanguineos estao entre 2 e 4 horas ap0ds a ingestao.
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Ao contrario do propranolol ou metoprolol, o atenolol ndo ¢ metabolizado no figado e
a por¢do absorvida ¢ eliminada, principalmente por excre¢do renal. O atenolol também ¢
diferente do propranolol porque somente uma pequena quantidade (6%-16%) esta ligada as
proteinas plasmaticas (GOODMAN & GILMAN, 2003).

A meia-vida de eliminagdo do atenolol é aproximadamente de 5 a 7 horas. Menos de
5% da dose absorvida estd ligada as proteinas plasmaticas. O metabolismo do atenolol ¢
minimo, cerca de 85% da dose absorvida ¢ excretada inalterada na urina (WADWORTH et
al., 1991).

O estudo dos parametros farmacocinéticos para os enantiomeros (+) € (-) do atenolol
em humanos, utilizando doses orais unicas, indicou uma pequena diferenca entre eles.
Entretanto, quando considerado as propriedades farmacocinéticas na extensa variagdo inter €
intra-individual nenhuma diferenca significativa foi evidenciada (WADWORTH et al., 1991).

Moffat; Osselton; Widdop (2004), verificaram que ap6s a administracdo de dose tinica
de 100 mg de atenolol em 12 sujeitos sadios, o pico da concentracdo plasmatica foi de 0,41 a
0,87 mg/L, atingido em torno de 3 horas. Administrando diariamente doses orais de 25, 50 e
100 mg para 7, 7 e 6 sujeitos respectivamente, as concentragoes maximas foram de 0,12, 0,22

e 0,39 mg/L obtidos apds 4 horas.

2.2 Mecanismo de Acio

Os agentes anti-hipertensivos podem ser classificados de acordo com seus locais ou
mecanismos de acdo. Como a pressao arterial ¢ o produto do débito cardiaco pela resisténcia
vascular periférica, ela pode ser reduzida pelas a¢des dos farmacos na resisténcia periférica
e/ou no débito cardiaco (GOODMAN & GILMAN, 2003).

O antagonismo dos receptores -adrenérgicos afeta a regulacdo da circulacao através
de varios mecanismos, incluindo reducao na contratilidade miocardia e no débito cardiaco. As
evidéncias indicam que a redu¢do na angiotensina II, com seus multiplos efeitos no controle
circulatorio da aldosterona, contribui de forma importante para a agdo anti-hipertensiva desta

classe de agentes (GOODMAN & GILMAN, 2003).
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2.3 A Hipertensao

A hipertensdo ¢ um distarbio comum e geralmente progressivo, a qual, se ndao for
tratada eficazmente, aumenta consideravelmente a probabilidade de trombose coronariana,
acidentes vasculares cerebrais e insuficiéncia renal. Até 1950, ndo havia nenhum tratamento
eficaz, e o desenvolvimento de farmacos anti-hipertensivos, que aumentam significativamente
a expectativa de vida, foi um grande marco na histéria de sucesso terapéutico, embora pouco
celebrada (RANG et al., 1997).

A hipertensao em geral ¢ definida como uma elevacao da pressao arterial sistdlica e/ou
diastolica e um valor de 140/90 mm Hg costuma ser aceito como o limite superior da pressao
arterial normal. Alguns fatores de risco, como, hipercolesterolemia, diabetes, fumo e histéria
familiar de doenca vascular, juntos com a hipertensdo predispdem a arteriosclerose e,
conseqiientemente, a morbidade e mortalidade cardiovasculares. Os beneficios do tratamento
anti-hipertensivo sdo evitar a hipertensdo acelerada ou maligna, diminuir a incidéncia de
insuficiéncia renal devida a hipertensdo e minimizar a incidéncia de acidente vascular cerebral
e hemorragico e insuficiéncia cardiaca. Apenas recentemente demonstrou-se que um intenso
cuidado com pacientes portadores de hipertensdo diastolica leve (90 a 104 mm Hg) pode,
aparentemente, diminuir a incidéncia de infarto no miocardio. Os farmacos bloqueadores [3-
adrenérgicos tém recebido muita atencdo por causa da sua utilidade no tratamento de
distarbios cardiovasculares, inclusive hipertensdo, angina do peito e arritmias cardiacas
(GOODMAN & GILMAN, 2003).

O termo B-bloqueador deve ser reservado exclusivamente aquelas substincias que
demonstram antagonismo especifico ao estimulo [, endégeno ou exdgeno. Todos os -
bloqueadores inibem competitivamente os efeitos das catecolaminas no local do receptor 3.
Isso significa que na presenca do antagonista uma maior concentracdo do agonista serd
requerida para produzir o mesmo efeito (PENILDON, 2002).

Os pB-bloqueadores podem ser classicamente divididos de acordo com trés
propriedades farmacologicas: atividade simpaticomimética intrinseca, cardiosseletividade e

acdo estabilizadora da membrana (PENILDON, 2002).
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2.4 Metodologias de Avaliacao

Metodologia oficial para avaliagdo de atenolol comprimidos pode ser encontrada nas
farmacopéias americana e britanica. A farmacopéia americana descreve método para
quantificagdo de atenolol utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando como
fase movel heptanosulfonato de sodio, fosfato de s6dio bibasico e metanol (70:30), detec¢ao
em 226 nm, coluna Cig 3,9 mm x 30 cm, fluxo de 0,6 mL/min (UNITED STATES, 2006). A
farmacopéia britanica descreve método para quantificagdo de comprimidos de atenolol
utilizando espectrofotometria no ultravioleta com um comprimento de onda de 275 nm (BP,
2007). Ja a farmacopéia européia descreve a quantificagdo do farmaco atenolol utilizando
técnica de titulacdo com acido perclérico (EP, 2005).

Kuban et al. (2006), compararam o método HPLC de detec¢do por condutividade com
o método por deteccdo no UV, para andlise de B-bloqueadores em formulacdes farmacéuticas.
O sistema cromatografico adotado consiste de coluna C18, fluxo de 0,7 mL/min e fase movel
20% de acetonitrila, 20% metanol em acido trifluoroacético (TFA) 0,01%.

El-Gindy et al. (2005), desenvolveram método para quantificagdo simultanea de
atenolol, cloridrato de amilorida e clortalidona em formulagdes através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia utilizando coluna de fase reversa C18, fase movel constituida de
acetonitrila e heptanosulfonato de sd6dio SMm (20:80, v/v, pH 4,4), com deteccdo no UV em
274 nm.

Al-Ghannam (2006), desenvolveu um método simples de determinagdo
espectrofotométrica de betabloqueadores em formulagdes, utilizando a formagao de
complexos de pareamento i06nico através do uso de tinturas acidas como azul de bromofenol,
azul de bromotimol e purpura de bromocresol, com absor¢do na regido do visivel (415 nm).

Golcii et al. (2004), desenvolveram método espectrofotométrico para determinagdo de
alguns betabloqueadores em formulacdes farmacéuticas, baseado na formacao de complexos
com cobre II e cobalto II, utilizando comprimentos de onda de 613, 694, 548, e 614 nm, para
os complexos Cloridrato de acebutalol — Co (II), Atenolol-Cu (II), Cloridrato de propranolol-
Cu (II) e Cloridrato de propranolol-Co (II), respectivamente.

Salem (2002), determinou espectrofotometricamente agentes betabloqueadores
adrenérgicos puros e em formulagdes farmacéuticas via reagdo com aceptores G € 7, a fim de
obter complexos corados com absor¢do na regido do visivel, variando de 365 a 840 nm, de

acordo com cada complexo.
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Singh et al. (2001), desenvolveram e validaram método para cromatografia liquida
quiral para determinacdo dos enantidmeros do atenolol e metoprolol em comprimidos. Para o
atenolol foi utilizada coluna Chiralcel OD® (250 x 4,6 mm), a fase mével era composta de
hexano/etanol/dietilamina/acido acético (60:40:0,2:0,2) e fluxo de 1,0 mL/min. A deteccao foi
no ultravioleta em 276 nm.

Abdel-Hamid (2000), realizou andlise comparativa entre cromatografia liquida
acoplada ao espectro de massas e cromatografia liquida de alta eficiéncia para selecionar
medicamentos antiepiléticos e betabloqueadores. O método por HPLC utilizou eluigdo
1socratica, coluna Hypersil C18 (150 x 4,6 mm), como fase médvel metanol e solucao de acido
acético, fluxo de 1,5 mL/min e deteccao por arraste de fotodiodos.

Briguenti e Bonato (2005) e Shafaati e Clarck (1996) realizaram a quantificacdo de
atenolol em preparagdes farmacéuticas utilizando eletroforese capilar.

Wren e Tchelitcheff (2006), desenvolveram método para identificagdo de
betabloqueadores utilizando cromatografia liquida de wultra eficiéncia (UPLC) e
espectrometria de massas, comparando os mesmos ao método por HPLC. No sistema de
gradiente utilizou como fase mével A 4cido trifloroacético (TFA) em agua 0,1% e fase mével
B TFA em acetonitrila 0,1% (gradiente: 20% de B até 10 min e entdo 50% de B). A coluna
utilizada foi a C,g, o fluxo 0,5 mL/min com detec¢dao em 270 nm.

Andrisano et al. (1999), realizou estudos de fotodegradagdo de atenolol utilizando a
cromatografia liquida. A fase mével empregada foi tampao de acetato de trietilamonio pH 4,0
(0,01 M) e acetonitrila (96:4) v/v. A coluna foi C;g com fluxo de 0,8 mL/min.

Modamio et al. (1996), desenvolveram e validaram método para quantificagdo de
propranolol, metoprolol, atenolol e bisoprolol através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Utilizaram coluna Nucleosil Cijz (125 x 4,0 mm), fase modvel composta por
acetonitrila e tampao fosfato pH 3,0 com 0,2% de trietilamina.

Delamoye et al. (2004), determinaram simultaneamente trinta betabloqueadores ¢ um
metabolito em plasma utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em gradiente com
deteccdo por arraste de fotodiodos (PDA). Utilizaram coluna Hypurity Cg (250 x 4,6 mm),
como fase movel acetonitrila e tampao fosfato pH 3,8 e fluxo de 1,0 mL/min. A deteccao foi
em 220 nm.

Abreu et al. (2003), quantificaram atenolol em plasma humano por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia, para aplicacdo em estudo de

bioequivaléncia. Como fase mdvel utilizaram uma mistura de acetonitrila, metanol e tampao
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fosfato (pH 6,0). A coluna foi Lichrosorb 10 um RP 18 — 250 x 4,6 mm, fluxo de 1,2 mL/min
e fluorescéncia monitorada em Apx= 258 nm € Agym = 300 nm.

Ranta et al. (2002), desenvolveram método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em gradiente, combinando deteccdo por ultravioleta e fluorescéncia, para determinar
simultaneamente oito betabloqueadores (alprenolol, atenolol, metoprolol, nadolol, pindolol,
propranolol, sotalol e timolol). Utilizaram coluna Kromasil Cg (150 x 4,6 mm), como solucao
A utilizaram 4gua contendo 0,03% de acido trifluoracético e como solu¢do B acetonitrila:
agua (50:50) contendo 0,03% de 4acido trifluoracético. A deteccdo por UV foi em 205 nm e
por fluorescéncia a excitacdo se deu em 230 nm e a emissao em 302nm.

Giachetti et al. (1997), determinaram simultaneamente atenolol e clortalidona em
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia, para aplicagdo em estudos
farmacocinéticos em humanos. Utilizaram coluna Supelcosil LC-18, 5 um, 250 x 4 mm, fase
movel 0,05 M SDS em tampao fosfato (pH 5,8) e n-propanol, fluxo de 1,3 mL/min, detector
de fluorescéncia (Agx = 222 nm € Agy, = 300 nm).

Amin et al. (2002), desenvolveram método colorimétrico para determinagao de alguns
betabloqueadores baseado na formacgdo de complexos de transferéncia de carga com 4-cloro-
7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol. Os produtos de cor laranja apresentaram absor¢do nos
comprimentos de onda 485, 470, 465 e 462 nm para atenolol, metoprolol, sotalol e nadolol,

respectivamente.

2.5 Caracterizacao e Qualificacdo do Farmaco

Os fabricantes de produtos farmacéuticos devem tomar os cuidados necessarios no
sentido de garantir a qualidade dos insumos que fardo parte de suas formulagdes, pois sdo os
responsaveis pela segurancga, eficacia e qualidade destes produtos. Muitos paises em
desenvolvimento, no qual inclui-se o Brasil, sao totalmente dependentes da importacao de
matérias-primas para produ¢do dos medicamentos. Apds sua fabrica¢do, as matérias-primas
freqiientemente passam por varios intermediarios da cadeia de distribuicdo antes de chegar ao
seu destino final, ou seja, a industria farmacéutica. A primeira etapa de um programa de
qualificacdo ¢ o entendimento de que a qualidade dos produtos farmacéuticos esta diretamente
ligada a qualidade dos insumos e matérias-primas farmacéuticas. Para tanto, a qualificagao

deve assegurar que as mesmas atendam aos requisitos farmacéuticos especificados, sejam
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produzidas, manipuladas e distribuidas de acordo com as Boas Praticas de Fabricagao
(MORETTO, 2005; BRASIL, 2003d).

O formato externo do cristal pode afetar as propriedades do farmaco e adjuvantes.
Cristais com diferentes formatos externos nao apenas apresentam velocidades de dissolugdo
diferenciadas como também podem ter propriedades de fluxo e de sedimentacdo modificadas.
O fluxo de pos ¢ importante, por exemplo, no enchimento da matriz da maquina de comprimir
com um determinado volume, no qual este fluxo devera ser bom o suficiente para garantir a
uniformidade de contetido do produto (BUCKTON, 2005).

O angulo de repouso tem sido utilizado como um método indireto de quantificar a
fluxibilidade de um p6, em fun¢do da sua relagdo com a coesdo entre as particulas. Um objeto
ou particula comegard a deslizar quando o angulo de inclinagdo for suficientemente acentuado
para superar as forgas de atrito. De modo inverso, um objeto em movimento cessara o deslize
quando o angulo de inclinagdo estiver abaixo do valor necessario para vencer a
coesdo/adesdo. Esse equilibrio de forgas faz com que um p6 vertido a partir de um recipiente
sobre uma superficie horizontal forme um monticulo. Nos primeiros momentos, as particulas
amontoam-se, formando um angulo elevado o suficiente para superar o atrito interparticular,
no qual as particulas deslizam e rolam umas sobre as outras até que as forgas gravitacional e
interparticulares equilibrem-se. As laterais do monticulo originado formam um angulo com o
plano horizontal, o qual ¢ denominado angulo de repouso, que ¢é caracteristico das forgas de
atrito interno ou coesividade das particulas (STANIFORTH, 2005; LACHMAN, 2001).

Um conjunto de particulas pode estar contido dentro de um volume de espaco, de
modo a constituir um leito de p6, o qual estd em equilibrio estdtico em decorréncia da
interagcdo entre as forgas gravitacional e de adesdo e coesdo. Perante uma vibracdo leve, as
particulas desse leito podem ser deslocadas e, se a vibragdo ¢ interrompida, o leito estara
novamente em equilibrio estatico, contudo, ocupando um volume diferente do anterior. Nesse
caso, a alteracdo do volume bruto foi resultado de um rearranjo na geometria de
empacotamento dessas particulas. Assim, as particulas de pds com empacotamento mais firme
exigem forcas motrizes de fluxo maiores para fluirem, se comparadas com as particulas desse
mesmo pod com empacotamento menos denso. A porosidade do leito pode ser expressa, em
geral, em percentagem através da razdo volume de particula (Vp)/volume bruto do p6 (Vg), de

acordo com a equagao 01(STANIFORTH, 2005).
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E=1-VP

Vs
Equacao 01

A densidade bruta de um p6 ¢ dependente do empacotamento das particulas e
modifica-se & medida que o p6 consolida-se. Existem dispositivos de compactacao ou
volumetro vibratorio, utilizados para acompanhar as alteracdes de empacotamento do pd. O
p6 contido em um cilindro graduado ¢ submetido a compactagdo mecanica (a2 velocidade
constante). Desse modo, a densidade bruta inicial, D,, passa para uma densidade bruta final,
Dy, quando o p6 atinge um estado maior de equilibrio, ou seja, um arranjo de empacotamento
invariavel. Outro método indireto para a mensuracdo do fluxo de um pod a partir das
densidades brutas ¢ o método preconizado por Carr (1965). O percentual de
compressibilidade de um p6 constitui uma medida direta da resisténcia potencial dos arcos ou
das pontes de um po, isto €, da sua estabilidade, e que pode ser calculada através da equagao

02 (STANIFORTH, 2005).

% compressibilidade = D;— D, x 100
Dy
Equacao 02

Hausner (1967) verificou que a razao D¢ D, relacionava-se com o atrito entre as
particulas e, como tal, poderia ser utilizada para prever as propriedades de fluxo de um po. Ele
comprovou que pos de escasso atrito entre as particulas, como € o caso de esferas de tamanho
grosseiro, apresentaram razdes de aproximadamente 1,2, enquanto pds de maior coesividade,
de fluxo restrito, como os de formato lamelar, apresentaram razdes de Hausner superiores a
1,6 (STANIFORTH, 2005).

A existéncia de polimorfismo pode influenciar a biodisponibilidade, a estabilidade
quimica e fisica do farmaco e ter implicagdes no desenvolvimento e estabilidade da forma
farmacéutica, levando-se em consideracao as alteracdes ocorridas nas caracteristicas dos
cristais. Define-se polimorfismo como a propriedade que certas substancias apresentam de
cristalizar sob distintas formas cristalinas, quimicamente idénticas, mas com diferentes

propriedades fisicas (ponto de fusdo, solubilidade). Tal fato decorre das condigdes
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empregadas na sintese e purificagdo da substancia, dependendo, por exemplo, do tipo de
solvente utilizado e da temperatura da reacao (STORPIRTIS et al., 2004).

Dois polimorfos de um mesmo composto podem ser tdo diferentes em estrutura
cristalina e propriedades como dois compostos distintos, sendo que essas diferengas
manifestam-se enquanto o fAirmaco esta em estado sélido, ou seja, uma vez obtida a solucao
as diferentes formas ndo podem mais ser distinguidas (STORPIRTIS et al., 2004). Portanto,
podem ser esperadas diferencas na acdo do farmaco, em termos farmacologicos e terapéuticos
devido a presenca de polimorfos em formas farmacéuticas solidas, assim como em suspensdes
liquidas (ANSEL; POPOVICH; ALEN, 2004). Outro fator importante ¢ que o polimorfo
menos estavel tende a se transformar no polimorfo mais estavel (transi¢ao polimorfica), o que
pode ocorrer em funcao do tempo e da temperatura de armazenamento, do tipo de processo de
compressao utilizado e da redugdo do tamanho de particulas (SHARGEL & YU, 1999).

Uma das propriedades caracteristicas dos cristais ¢ o ponto de fusdo, que ¢ definido
como a temperatura na qual a rede cristalina ¢ desestruturada, fazendo com que as moléculas
ganhem, a partir do aquecimento, energia suficiente para vencer as forcas de atracdo que
mantém o cristal coeso (BUCKTON, 2005).

A solubilidade, o polimorfismo, a cristalinidade e o habito cristalino de um ingrediente
ativo farmacéutico, desempenham fungdes criticas na cadeia de valores de formulagdo,
fabricacdo e desenvolvimento farmacéuticos. O polimorfismo de um ingrediente ativo
determina suas propriedades mecanicas, superficiais, cinéticas, espectroscopicas,
termodindmicas e de compactagdo no estado solido (LEE et al., 2006).

Métodos térmicos, e em particular a calorimetria diferencial exploratoria (DSC, do
inglés differencial scanning calorimetry), tem sido um dos métodos para o estudo de
polimorfos, colaborando para sua identificacdo e caracterizacdo. Vale considerar o nimero de
novas técnicas térmicas que tém sido reintroduzidas ou recentemente descobertas no meio
farmacéutico nos ultimos anos (CRAIG, 2006).

A DSC ¢ uma técnica térmica na qual as diferengas no fluxo de calor na substancia e
referéncia sao medidas como uma funcao da temperatura da amostra enquanto as duas estao
submetidas a um programa de temperatura controlada. Os experimentos de calorimetria
exploratéria diferencial sdo normalmente realizados em modo de varredura de temperatura,
mas ocasionalmente também sdo encontrados experimentos isotérmicos. Tem se tornado um
dos mais usados de todos os métodos térmicos. Os métodos térmicos diferenciais tém
encontrado larga aplicagdo na industria farmacéutica para teste de pureza de amostras de

farmacos (SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2002). Moneghini et al. (1998), avaliaram
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diferentes formulagdes de comprimidos de atenolol quanto a sua solubilidade utilizando
difracdo de raios-X (XRD) e calorimetria diferencial exploratoria (DSC), o fluxo de calor foi
de 10°C/ min de 90 a 180°C. Pyramides et al. (1995), utilizaram DSC combinada a analise
termogravimétrica (TGA) para analisar comprimidos de atenolol e seus componentes, o0 DSC
foi explorado da temperatura ambiente até 335°C e o TGA da temperatura ambiente até

600°C, na calibragdo do DSC foi utilizado indio (156°C) e chumbo (327°C) na mesma corrida.

2.6 Formas Farmacéuticas Sélidas

Os processos envolvidos na fabricacdo dos medicamentos também podem influenciar
a dissolucdo e a biodisponibilidade. Comprimidos obtidos por compressdo direta, granulagao
via seca ou via umida podem apresentar comportamentos in vitro e in vivo diferentes.
Aspectos como forma e condigdes de secagem do granulado, tempo de mistura ou agitagao,
velocidade e for¢a de compressao também podem alterar significativamente o desempenho da
forma farmacéutica no organismo (STORPIRTIS et al., 2004).

A absor¢do de fArmacos a partir de formas farmacéuticas solidas administradas por via
oral depende da sua liberacdo, da dissolucdo ou solubilizagdo do farmaco em condicdes
fisiologicas e de sua permeabilidade através das membranas do trato gastrintestinal. Devido a
natureza critica dos dois primeiros, a dissolugdo in vitro pode ser relevante para prever o
desempenho in vivo. Com base nestas consideragdes gerais, os ensaios de dissolucdo para
formas farmacéuticas de liberacao imediata (FFSOLI), tais como comprimidos e capsulas, sao
utilizados para garantir a qualidade lote-a-lote dos medicamentos, para orientar o
desenvolvimento de novas formulagdes e para garantir a uniformidade da qualidade e do
desempenho do medicamento depois de determinadas alteragdes (BRASIL, 2003a).

O conhecimento relacionado a solubilidade, permeabilidade, dissolugdo e
farmacocinética deve ser considerado para a definicdo de especificacdoes de dissolugdo,
visando a aprovagdo do registro do medicamento (BRASIL, 2004). A biodisponibilidade de
formas farmacéuticas solidas estd intimamente ligada a capacidade do farmaco nela
incorporado ser absorvido adequadamente, em termos de quantidade e velocidade, o que
dependera da dissolug@o ou solubilizagdao dessa forma farmacéutica em condigdes fisioldgicas
e da permeabilidade do farmaco através das membranas do trato gastrintestinal. Desse modo,
a dissolugdo in vitro pode ser relevante para o desempenho in vivo, posto que € o passo inicial

que deverd ser dado antes dos ensaios clinicos (AMIDON et al.,, 1995). Os produtos
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farmacéuticos submetidos ao registro na ANVISA, além dos dados relacionados a
formulagdo, processo de fabricagdo, controle de qualidade e biodisponibilidade, os quais sdao
indicativos da eficacia e do desempenho do medicamento, devem incluir também os
resultados de dissolu¢ao (BRASIL, 2003a).

Para mensurar o sucesso do ensaio de dissolucdo alguns métodos sdo utilizados.
Acredita-se que entre todos os métodos possiveis os fatores de semelhanga, f;, e diferenca, 1>,
sao os mais usados pela facilidade de aplicagdo e interpretagdo, o que leva varios orgaos
regulatorios, como FDA, ANVISA e EMEA a empregé-los, especialmente £, como indicativo
da semelhancga entre perfis de dissolucdo. O método modelo independente simples consiste
em dois fatores: f; que calcula a porcentagem de diferenca entre dois perfis avaliados em
tempos de coletas iguais e corresponde a uma medida de erro relativo entre os perfis, e f> que
¢ uma medida de semelhanca entre as porcentagens dissolvidas de ambos perfis.

Esses fatores foram propostos em 1996 por Moore e Flanner e sdo representados por
duas equagdes que avaliam a diferenga entre a porcentagem de farmaco dissolvido por
unidade de tempo entre um produto teste e outra referéncia (MOORE & FLANNER, 1996).

Sao definidos pelas seguintes equacoes:

fl1={X" i Re—Tyl/[X" 1 Rt ]} x 100

2 =50 log {[1 + (1/n) " o1 (R¢— T’ " x 100}

Equacao 03
Onde:

n = nimero de tempos de coleta;

Rt = valor de porcentagem dissolvida no tempo t, obtido com o medicamento de
referéncia ou com a formulagao original (antes da alteracao);

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

tempo t.

Para que os dois perfis sejam considerados semelhantes deve-se observar: fi=0a 15 ¢

f>= 50 a 100. A equacao correspondente ao fator f; aproxima o erro percentual das duas
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curvas. O erro ¢ zero quando os perfis do teste e referéncia sdo idénticos e aumenta
proporcionalmente com a diferenga entre os perfis (MOORE & FLANNER, 1996).

A equagdo de f> ¢ uma transformagdo logaritmica da soma do quadrado do erro. O
resultado ¢ 100 quando as curvas sao idénticas e diminui, podendo chegar a 0, conforme a
diferenca entre os perfis aumenta (MOORE & FLANNER, 1996). Para aplicar os parametros

de comparagdo f1/ f> € importante considerar:

a avaliacao de doze unidades;
empregar no minimo cinco pontos de coleta;

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

Y V VYV V

para permitir o uso de médias, os coeficientes de variacdo para os primeiros
pontos (15 minutos, por exemplo) ndo devem exceder 20%. Para os demais

pontos considera-se o maximo de 10%;

Existem situagdes em que a dissolugdo ¢ muito rapida, apresentando valor igual ou
superior a 85% de farmaco dissolvido em 15 minutos, para estes casos os fatores f7 e /2> perdem
o seu poder discriminatorio e, portanto, ndo ¢ necessario emprega-los (BRASIL, 2004).

A eficiéncia de dissolug@o ¢ outro parametro utilizado para fazer a comparagdo entre
formulagdes. Esta pode ser definida como area sob a curva de dissolugdo até um tempo t
expressa como porcentagem da area do retangulo que corresponderia a 100% de dissolucdo no

mesmo tempo (Figura 2).

100

¥ e
lihetagio

0 Tatnpo t

Figura 2 — Eficiéncia da dissolucao (ED) (KHAN, 1975).

ED% = _Areasob acurva x 100
Retangulo y

100
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Para realizar comparagdes € necessario estabelecer previamente o intervalo e aplica-lo
a todas as formulacdes testadas. O parametro de comparagdo, eficiéncia de dissolucao,
apresenta algumas vantagens, tais como a plotagem dos dados em um ftnico gréfico,
permitindo que se faca uma rapida comparacao entre um grande nimero de formulacdes ¢ a

correlagao com dados in vivo da absor¢ao (KHAN, 1975; MARCOLONGO, 2003).

2.7 Equivaléncia Farmacéutica

A equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos exige a comprovacao de que
ambos contenham 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).

A legislagdo brasileira, tendo como base a regulamentacao técnica e a experiéncia de
diversos paises na area de medicamentos genéricos, estabelece que, para um medicamento ser
registrado como genérico, ¢ necessario que se comprove sua equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia em relagdo ao medicamento de referéncia indicado pela ANVISA (BRASIL,
2003b; BRASIL, 2003c¢).

O teste de equivaléncia farmacéutica implica na execugao de testes fisicos e fisico-
quimicos comparativos entre o candidato a genérico e seu respectivo medicamento de
referéncia, realizado por centros habilitados pela Rede Brasileira de Laboratérios Analiticos

em Saude (REBLAS — ANVISA) (STORPIRTIS et al., 2004).

2.8 Registro de Medicamento Genérico

Para registrar um medicamento genérico no Brasil ¢ necessario cumprir com a
legislacdo sanitdria. S3o varios os estudos solicitados, os quais devem ser apresentados
juntamente com toda documentagdo referente ao produto. Salienta-se entre as exigéncias
copias de dossiés completos de produgao e controle de qualidade, com inclusdao de ordem de
producdo, processo de producdo detalhado e controle em processo, referentes aos trés lotes-

piloto fabricados ou a trés lotes industriais produzidos nos trés Ultimos anos. No caso de



35

medicamentos com trés ou mais concentragdes diferentes e formulagdes proporcionais, deve-
se apresentar os dossi€s da menor e da maior concentragdo (BRASIL, 2003b).

Devem ser apresentados, também, resultados do estudo de estabilidade acelerada de
um lote do medicamento produzido com o fiarmaco correspondente a cada fabricante
apresentado, conforme os critérios do guia para a realizagdo de estudos de estabilidade
(BRASIL, 2005). Também se faz necessario apresentar perfil de dissolugdo comparativo de
todas as concentracdes do medicamento, definindo aquele que foi submetido ao estudo de
bioequivaléncia (BRASIL, 2003b).

A documentacdo referente ao relatorio de controle de qualidade das matérias-primas
deve incluir desde a metodologia de andlise de todos os excipientes utilizados na formulac¢ao
do medicamento, até o material de embalagem. Podem ser qualificados até trés fabricantes do
farmaco a que se pretende produzir o genérico, sendo que, para cada um destes, deve-se
apresentar um “Drug Master File” (DMF), documento enviado pelo proprio fabricante que
traz informagdes tais como: quantificacdo e limites dos principais contaminantes; dados sobre
os teores dos estereoisomeros, no caso de farmacos que apresentam quiralidade, cuja
propor¢ao de estereoisomeros possa comprometer a eficacia e a seguranga do medicamento;
informagdes e determinagcdo dos provaveis polimorfos e a metodologia analitica para
farmacos que apresentem polimorfismo; validagdo do método analitico; estudo de
estabilidade. E necessario especificar o fabricante do farmaco utilizado na produgio do lote
submetido ao estudo de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia (BRASIL, 2003b). E
finalmente para o produto acabado deve ser apresentado um relatério contendo todo o
controle de qualidade e documentos de comprovacdo, dentre os quais citam-se: a validacao
dos métodos analiticos empregados, conforme o guia para validagdo de métodos analiticos e
bioanaliticos; relatorio de equivaléncia farmacéutica, conforme guia para realizagdao do estudo

e elaboracgdo do relatorio de equivaléncia farmacéutica (BRASIL, 2003b, BRASIL, 2004).



3 CAPITULO I - AVALIACAO DA MATERIA-PRIMA DE ATENOLOL

3.1 Introducio

Considerando a forma farmacéutica sélida em estudo, comprimidos de atenolol, e que
esta deve dissolver-se adequadamente para garantir a eficacia terapé€utica, o estudo detalhado
do farmaco faz-se necessaria. Qualquer fator que altere os processos de desagregacao e
dissolucdo poderd afetar diretamente a biodisponibilidade, expressa em termos de quantidade

de farmaco absorvido e velocidade do processo de absor¢ao (STORPIRTIS et al., 1999).

Este capitulo descreve uma série de analises que podem ser realizadas no estudo de
pré-formulagado e de controle de qualidade do farmaco que serd utilizado no medicamento.
Algumas dessas andlises constam na monografia, outras sdo sugeridas no sentido de prever
fendmenos ligados a producdo do medicamento e que poderiam afetar profundamente a

dissolugdo e conseqiientemente a biodisponibilidade.

3.2 Amostras

Foram utilizados trés fornecedores do farmaco, e os mesmos foram denominados

conforme abaixo:

e Fornecedor A
e Fornecedor B

e Fornecedor C
3.3 Solventes e Reagentes

e Acetato de amodnio, CQA

e Acetonitrila, Merck
e Acido cloridrico, Nuclear

e Acido nitrico, Merck
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e Agua ultra-pura Milli Q, Milipore
e Metanol, Nuclear

e Nitrato de prata, CQA

e Reagente Karl Fischer, Hydranal

3.4 Equipamentos e Acessorios

e Balanca microanalitica, Metler Toledo

e (Calorimetro Sistema TGA-50 Célula DSC-60, Shimadzu

e Banho ultra-sonico, Logen Sonic

e Bomba de vacuo, Tecnal

e (Coluna cromatografica de fase reversa PurospHer® RP-18 (250 mm x 4.6 mm)
5 um, Merck

e Cromatografo liquido Shimadzu LC-20AT, equipado com bomba LC-20AT,
detector de arraste de fotodiodos SPD-M20A, amostrador automatico SIL-20A,
forno para coluna modelo CTO-10AS e integrador automatico
computadorizado através do software Labsolution

e Destilador, Quimis

e Espectrofotometro UV-VIS, Spectro Vision DB 1880 S

e Karl Fischer, Metron

e Membrana filtrante HVHPO, porosidade 0,45 um, 13 mm

e Membrana filtrante FH (Fluoropore), porosidade 0,50 pum, 47 mm

e Mufla, Quimis

e Multipicnometro a gas, Quantachrome

e Polarimetro, WX G-4

e Purificador de agua Mili Q, Millipore

e Volumetro de compactacdo PT-TD, PHarma-Test

e Tamizes, Bronzinox
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3.5 Parametros Avaliados

3.5.1 Identificagdo

O atenolol ¢ um pd branco ou quase branco, frugalmente soltivel em agua, soluvel em
metanol, ligeiramente soluvel em cloreto de metileno e praticamente insolivel em éter (EP,

2005).

3.5.1.1 Arraste de Fotodiodos

Para obter a varredura no detector de fotodiodos para o fairmaco atenolol, foi preparada

amostra conforme item 4.6.1.2. do Capitulo 2.

3.5.2 Determinac¢ao de Umidade por Karl Fischer

Para determinar a umidade contida no farmaco de atenolol foi utilizado o método de
Karl Fischer, empregando titulador automatico, segundo a Farmacopéia Brasileira IV (1988).
Foram pesadas aproximadamente 200 mg do fdrmaco. Para determinar a percentagem 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)

Equacdo 04
Onde:

FC = fator de correcao do reagente de Karl Fischer
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3.5.3 Residuo de Incineracao ou Residuo de Igni¢ao

Foi pesado, exatamente, em balancga analitica, 1 g de amostra em cadinho previamente
dessecado (m;). Em seguida foi acrescentado 1 mL de 4cido sulfurico reagente e realizou-se o
aquecimento da amostra até o total desprendimento de fumaga branca. Apos, a amostra foi
colocada em mufla a 600 °C por 2 h. Depois da amostra resfriar em dessecador ela foi

novamente pesada (myg). Para calcular o residuo, foi utilizada a seguinte formula:

(mf—ml.) x 100

m

a

Yoresiduo =

Equacao 05

Em que, m; e my, sdo, respectivamente, a massa inicial e a final do cadinho, em g, e m,

¢ a massa da amostra utilizada, em g.
3.5.4 Rotagdo Optica Especifica

Para preparar a solugdo amostra pesou-se 200 mg do fdrmaco atenolol previamente
dessecado. Este foi transferido para um balao volumétrico de 20 mL e solubilizado em 10 mL
de agua deionizada, agitando até completa solubilizagdo. Ap6s o volume foi completado com
o mesmo solvente. No equipamento polarimetro foram executadas as analises das amostras

dos diferentes lotes do fArmaco. A rotagdo especifica foi calculada pela formula abaixo:

[(Z]_QXIOO
 LxC

Equacao 06

Em que, O ¢ o angulo de rotacdo medido utilizando a luz de s6dio (589,3 nm), L ¢ o
comprimento da coluna da solugdo (tubo de vidro), em dm, e C ¢ a concentragdo da solugdo

amostra, em percentagem.
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3.5.5 Teor

A andlise de teor foi realizada utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia
conforme metodologia analitica descrita no item 4.6.1.2 do Capitulo 2. As analises foram

realizadas em duplicata.

3.5.6 Limite de Cloretos

Para a analise de cloretos 1 g de atenolol foi dissolvido em 100 mL de acido nitrico
0,15 N (solugdo amostra). A solugdo resultante foi comparada com uma solugdo preparada
com 1 mL de nitrato de prata SR, 1,4 mL de acido cloridrico 0,02 N diluidos em 100 mL de
acido nitrico 0,15 N (solucdo padrao). A solucdo amostra ndo deve apresentar turbidez

superior a solu¢do padrao, cumprindo com o limite de cloretos (0,1%) (USP 29, 2006).

3.5.7 Angulo de Repouso

Para realizar o ensaio de angulo de repouso foi utilizado aparato conforme Lachman
(2001), assim através de um funil suspenso foi tranferido 4 g da amostra, previamente pesada.
Na base do suporte um papel milimetrado foi utilizado como receptor da amostra. Do cone
formado foram tiradas todas as medidas necessarias para calcular o angulo de repouso pela

formula:

Equacao 07

Onde, tg ¢ a tangente do angulo de repouso, % ¢ a altura do cone, d ¢ o diametro do cone e &

angulo de repouso.
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3.5.8 Capacidade de Compactagio ou Compressibilidade ou Indice de Carr

A capacidade de compactagdo foi determinada utilizando equipamento especifico
(Volumetro de compactacao), no qual foi acoplada uma proveta graduada. Para cada um dos
fornecedores foram pesados 6 g de farmaco, esta massa foi submetida a 5, 50 e 500 batidas

respectivamente (LACHMAN, 2001).

3.5.9 Densidade
A densidade do farmaco para os trés fornecedores foi determinada através de

picnometro a gas. Foram determinados o peso da célula vazia e o peso da célula preenchida

com o farmaco, a analise foi realizada em triplicata (LACHMAN, 2001).

Equacao 08

3.5.10 Granulometria

O ensaio granulométrico foi realizado conforme descrito por Lachman (2001),
utilizando conjunto de tamises. Os mesmos, foram dispostos em ordem decrescente na forma
de uma coluna, sendo que o tamis de malha mais fina foi colocado logo acima do prato

coletor.

Y da coluna

Didmetro médio = : —
% retida na peneira inf

Equacao 09
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3.5.11 Calorimetria diferencial exploratoria

A analise térmica foi realizada utilizando sistema TGA-50, com célula DSC-60. O
intervalo de temperatura foi da temperatura ambiente (25°C) até 500 °C. A razdo de

aquecimento foi de 10 °C/ min. O elemento utilizado na calibracao do sistema TGA foi o

oxalato de calcio, ja para a célula de DSC utilizou-se o elemento indio.

3.6 Resultados e Discussao
3.6.1 Arraste de Fotodiodos

A Figura 3 apresenta os espectros obtidos para a SQR de atenolol (1), Fornecedor A

(2), Fornecedor B (3) e Fornecedor C (4).

mAl
1400

L tem
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Figura 3- Espectros obtidos para a SQR de atenolol (1), Fornecedor A (2), Fornecedor B (3) e
Fornecedor C (4).

A analise de identificacdo do farmaco atenolol através de varredura utilizando detector
de arraste de fotodiodos demonstrou a similaridade dos espectros conforme pode ser

visualizado na figura 3, onde se observam os méximos: 226 nm e 275 nm.

3.6.2 Determinagdo de Umidade por Karl Fischer, Residuo de Incineragdo, Rotagdo Optica

Especifica e Angulo de Repouso.

A Tabela 1 demonstra os resultados obtidos para a determinac¢ao da umidade, residuo
de incineracdo (igni¢do), rotagdo Optica especifica e angulo de repouso nos diferentes

fornecedores do farmaco.

Tabela 1 — Resultados obtidos para a determinacdo de umidade, residuo de incineragdo

(ignigdo), rotacao Optica especifica e angulo de repouso.

% Residuo de  Rotacio optica Angulo de
Fornecedor Umidade (%)

igniciao especifica repouso
A 0,47 0,06 0,0° 42,99°
B 0,46 0,09 0,0° 39,96°
C 0,46 0,09 0,0° 34,82°

A avaliacdo da umidade apresentou resultados dentro da especificacdo de 0,5%,
recomendada pelas Farmacopéias Americana, Européia e Britanica. Conforme preconizado
pela Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) para o ensaio de residuo de incineracdo (residuo
de igni¢do) o limite aceitavel é de 0,2%. Para todos os fornecedores avaliados os resultados

dessa analise ficaram abaixo de 0,1%.

O atenolol ¢ um racemato e, portanto, avaliar a rotacdo Optica especifica ¢

fundamental para garantir a mistura racémica adequada. As Farmacopéias Européia e
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Britanica definem que o angulo de rotagdo oOptica ¢ de + 0,10° a — 0,10°. Para os trés

fornecedores de atenolol avaliados ndo foi evidenciado desvio da luz polarizada.

Segundo Lachman (2001), p6és com angulo de repouso de até 40°, traduzem
normalmente uma capacidade de escoamento razoavel. Os pds com angulos de repouso
maiores que 50° possuem, como regra geral, propriedades de fluxo deficientes, enquanto
angulos de repouso minimos, proéximos de 25° correspondem a propriedades de fluxo muito
boas (STANIFORTH, 2005). Para os fornecedores A, B e C, os resultados ficaram préximos a

40°, o que traduziria em um escoamento razoavel do po.

3.6.3 Teor

A Tabela 2 demonstra os resultados de teor obtidos para o farmaco atenolol.

Tabela 2 — Resultados de teor do farmaco atenolol.

Fornecedor Teor %
A 99,01
B 101,70
C 99,44

Segundo a Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) o teor do farmaco atenolol deve
estar entre 98 a 102%, calculado com base na substancia seca. Ja para as Farmacopéias
Européia e Britanica o teor deve estar entre 99 e 101%, calculado da mesma maneira. Os
resultados obtidos para os fornecedores A e C se enquadram nas trés farmacopéias, ja o

fornecedor B satisfaz apenas a especificacao da Farmacopéia Americana.

3.6.4 Limite de Cloretos

Para o ensaio de limite de cloretos todos os fornecedores avaliados A, B e C
cumpriram os limites de 0,1%, conforme as Farmacopéias Americana (USP 29, 2006),

Européia (2005) e Britanica (2007).
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3.6.5 Compressibilidade ou Indice de Carr

A Tabela 3 exibe os resultados do teste de compressibilidade para o farmaco atenolol,
quando o po foi submetido a 500 batidas.

Tabela 3 — Resultados obtidos na determinagdo da % de compressibilidade.

Fornecedor 500 batidas
A 36,36
B 29,99
C 35,71

A capacidade de compactacdo ou % de compressibilidade de um p¢ esta relacionada
ao fluxo que ele pode apresentar. Para Lachman (2001) e Staniforth (2005), os valores
encontrados para 500 batidas revelam fluidez pobre ou muito pobre para todos os
fornecedores. O fator de Hausner também foi calculado com base nos resultados obtidos. Para
os fornecedores A, B e C, evidenciou-se os seguintes fatores, respectivamente, 1,57; 1,43 e
1,55. Segundo Hausner (1967), valores inferiores a 1,25 indicam um bom fluxo e valores

superiores a 1,6 caracterizam pos de fluxo restrito.

3.6.6 Densidade Aparente

A Tabela 4 exibe os resultados obtidos na determinagdo da densidade do farmaco para

os trés fornecedores.

Tabela 4 — Resultados da determinagao da densidade.

Fornecedor Densidade * DPR%
A 1,1813 2,22
B 1,0615 0,19
C 1,1810 2,09

*Média de trés determinacdes
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Os fornecedores A e C apresentaram densidades muito semelhantes, em relagdo aquela
observada para o fornecedor B. Para Carr (1965), a densidade aparente ndo ¢ usada
normalmente para avaliar o fluxo de uma substancia, contudo, possui efeito sobre a
compressibilidade, considerando ainda, que po6s de fluxo livre possuem uma alta densidade e

p6s de fluxo pobre apresentam densidade baixa.

3.6.7 Granulometria

A tabela 5 apresenta resultados referentes aos didmetros médios das particulas

encontrados no teste de granulometria.

Tabela 5 — Resultados do didmetro médio da particula obtidos no teste de granulometria.

Fornecedor Didmetro médio da particula (um)
A 247,95
B 247,48
C 246,11

Para Staniforth (2005), o tamanho das particulas pode afetar diretamente as
propriedades de fluxo dos pds, a homogeneidade da formulagdo (mistura), bem como a
dissolugdo e, conseqiientemente, a biodisponibilidade. A fluxibilidade de um po ¢
influenciada pelo tamanho da particula. As particulas com tamanho maior que 250 pm
apresentam, normalmente, caracteristicas de fluxo livre. Contudo, a medida que o tamanho
torna-se menor que 100 pm, os poés tendem a ser coesivos, € os problemas de fluxo surgem
com maior probabilidade. Nao esta exatamente definido na literatura a granulometria
adequada para cada farmaco, e desta forma, ndo ha uma especificacdo de qual seria a
granulometria do atenolol. O que podemos concluir é que os testes realizados neste estudo

definem este farmaco como um po de fluidez restrita ou pobre.
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3.6.8 Calorimetria Diferencial Exploratoria

As Figuras 4, 5 e 6 apresentam os termogramas obtidos na andlise de calorimetria

diferencial exploratoria dos diferentes fornecedores do farmaco.
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o (hER- s
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Figura 4 — Termograma obtido para o Fornecedor A, demonstrando o intervalo de fusao de

148,97 a 158,04 °C, assim como o ponto exato da fusdao 152,77 °C.
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Figura 5 — Termograma obtido para o Fornecedor B, demonstrando o intervalo de fusao de

149,91 a 158,78 °C, assim como o ponto exato da fusdo 153,48 °C.
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Figura 6 — Termograma obtido para o Fornecedor C, demonstrando o intervalo de fusdo de

152,97 a 160,92 °C, assim como o ponto exato da fusdo 155,79 °C.

Durante os estudos de pré-formulacdo a presenca de polimorfos na matéria prima ¢
uma caracteristica que deve ser exaustivamente avaliada. A analise de DSC passa, entdo, a ser
uma ferramenta importante nesta caracteriza¢cdo. A confirmagdo mediante espectroscopia [V e
difracdo de raios X se faz necessaria (WELLS, 2005). Os termogramas de DSC do fairmaco
atenolol apresentados nas Figuras 4, 5 e 6, para os fornecedores A, B e C, respectivamente,
demonstraram que nenhum apresentou polimorfismo, nao houve picos paralelos
caracteristicos de cristalizagcdo, oxidacdo ou decomposi¢cdo. Os pontos de fusdo para os
fornecedores A e B se apresentaram de acordo com a especificagdo preconizada pelas
Farmacopéias Americana (152 a 156,5 °C), Européia e Britanica (152 a 155 °C). O fornecedor

C, no entanto, estd em desacordo.
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4 CAPITULO II - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOLOGIA PARA ANALISE QUANTITATIVA DE ATENOLOL

4.1 Introducao

Alternativamente aos métodos encontrados na revisdo da literatura € na monografia
oficial do medicamento, foi desenvolvida e validada metodologia para quantificagdo de
atenolol através de cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria no
ultravioleta. A filosofia de trabalho consistiu em desenvolver métodos que fossem simples,
rapidos e acessiveis e que pudessem ser adotados facilmente nas rotinas de controle de
qualidade.

A validagdo do método analitico ¢ um processo usado para confirmar que o
procedimento analitico empregado para testes especificos ¢ apropriado ao fim que se destina
(HUBER, 1999). O objetivo de testar um método ¢ para que ele forneca dados confiaveis e
exatos seja para fins de aprovagdo, liberacdo, estudos de estabilidade ou farmacocinéticos de
produtos farmacéuticos (FDA, 1994). A validagdo de um método € um processo continuo que
comec¢a no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento. Para registro de medicamentos, todos os 6rgaos reguladores do Brasil e de
outros paises exigem a validagdo da metodologia analitica e, para isso, a maioria deles t€ém
estabelecido documentos oficiais que sdo diretrizes a serem adotadas no processo de

validagao (ICH, 2005; BRASIL, 2003a; USP, 2006; FDA, 1994).

4.2. Parametros Avaliados Durante a Validacao dos Métodos Analiticos

4.2.1. Especificidade

A especificidade ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente a
substancia em exame na presen¢a de outros componentes tais como impurezas, produtos de

degradacao e componentes da matriz (excipientes).
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4.2.2 Linearidade

E a habilidade de um método analitico produzir resultados que sejam proporcionais as
concentracdes das substancias analisadas, dentro de uma faixa especifica. Para tanto, os
resultados obtidos de cada diluicdo da SQR sdo plotados em um grafico da resposta absoluta
versus concentragdo. A equagdo da reta, para a representacdo grafica da curva de calibracao, ¢
determinada pelo estudo de regressao linear (método dos minimos quadrados) e validada pela

analise de variancia (ANOVA).

4.2.3 Precisao

Precisdo avalia o grau de concordancia dos resultados obtidos de analises individuais
quando o método ¢ aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogénea, seguindo
condigdes idénticas de teste. O parametro precisao pode ser considerado em trés diferentes

niveis, sendo estes a repetibilidade, a precisao intermediaria e a reprodutibilidade.

A repetibilidade do método ¢ a concordancia entre os resultados encontrados dentro de
um curto periodo de tempo com o mesmo analista € mesma instrumentac¢do, sendo verificada
por no minimo nove determinagdes que contemplem o intervalo linear do método. Pode ser
analisada com trés concentragdes, alta, média e baixa, com trés réplicas cada ou através de
seis determinagdes a 100 % da concentragdo teste. A precisdo intermedidria € realizada no
mesmo laboratério, avaliando o efeito da variacdo de diferentes dias, analistas e
equipamentos. A reprodutibilidade representa a realizagdo da andlise através da mesma

metodologia em diferentes laboratorios.

A precisao dos métodos desenvolvidos neste trabalho foi determinada a partir da
analise de seis amostras a 100 % da concentragdo de trabalho, sob as mesmas condi¢des, da
maior concentracdo nominal do comprimido de atenolol (100 mg). A precisdo intermediaria
foi avaliada a partir de analises em diferentes dias e variando o analista. A precisdo ¢ expressa
normalmente como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo percentual

(CV%), de uma série de medidas.
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DPR% = Desvio padrao x 100

[ ] média experimental

Equacdo 10

4.2 .4 Exatidao

E a medida de quanto os resultados obtidos se aproximam do valor verdadeiro. A
exatiddo ¢ calculada como porcentagem de recuperagdo de quantidade conhecida de analito
adicionada ao placebo. A exatidao € expressa pela relacdo entre a concentragdo determinada

experimentalmente e a concentragdo teorica correspondente:

Exatidao = concentracao média experimental x 100

concentracio teorica

Equacdo 11

4.2.5 Limite de Detecgao

O limite de detecgdo representa a menor quantidade de analito presente na amostra que
pode ser detectado, com confiabilidade através de uma metodologia experimental

estabelecida.
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4.2.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo representa a menor concentragdo da substancia que estd
sendo examinada, que possa ser detectada com exatiddo e precisdo através de metodologia

experimental estabelecida.

4.2.7 Robustez

A robustez de um método analitico ¢ a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos, indicando sua confianca durante
o uso normal. Como exemplos destas variagdes tém: comprimento de onda, temperatura,

propor¢ao e pH da fase movel, entre outras.

O tipo de método e seu respectivo uso determinam quais parametros devem ser
investigados (KRULL & SWARTZ, 1998). Segundo os guias consultados, para ensaios de
determinagdo quantitativa, a especificidade, a precisdo, a exatiddo e a linearidade devem ser

consideradas (ICH, 2005; USP 29, 2006; FDA, 1994).

4.3. Produtos Farmacéuticos

e Comprimidos contendo 100 mg de atenolol, medicamento candidato a

genérico, fabricado pela Prati, Donaduzzi.

Excipientes: carbonato de magnésio, amido de milho, lauril sulfato de sodio,

gelatina, estearato de magnésio e croscarmelose sodica.

e Comprimidos contendo 100 mg de atenolol, como o nome comercial de

Atenol®, fabricado pela Astrazeneca, lote 44700.
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Excipientes: carbonato de magnésio, amido de milho, lauril sulfato de sodio,

gelatina e estearato de magnésio.

e Substancia Quimica de Referéncia (SQR): Atenolol, Farmacopéia Brasileira,

Lote 1028, pureza: 99,6%.

4.4 Solventes e reagentes

Acetato de amonio, CQA

Acetato de sodio, Synth

Acetonitrila, Merck

Acido acético glacial, Tédia

Acido cloridrico, Nuclear

Acido fosférico, Carlo Erba

Agua ultra-pura Milli Q, Milipore

Dibutilamina, Vetec

Fosfato de sodio dibasico, Merck

Hidréxido de sodio, Merck

Heptanosulfonato de sédio, Vetec

Metanol, Carlo Erba

Perdxido de hidrogénio, Nuclear

4.5 Equipamentos e acessorios

e Agitador magnético, Nova Etica
e Balanga microanalitica, Metler Toledo
e Banho ultra-sonico, Logen Sonic

e Bomba de vacuo, Tecnal
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e (Coluna cromatografica de fase reversa PurospHer® RP-18 (250 mm x 4.6 mm)
5 um, Merck

e Coluna cromatografica de fase reversa Luna® RP-18 (300 mm x 4.6 mm) 5
pm, PHenomenex

e Cromatografo liquido Shimadzu LC-20AT, equipado com bomba LC-20AT,
detector de arraste de fotodiodos SPD-M20A, amostrador automatico SIL-20%,
forno para coluna modelo CTO-10AS e integrador automatico
computadorizado através do software Labsolution

e Destilador, Quimis

e Espectrofotometro UV-VIS, Spectro Vision DB 1880 S

e Membrana filtrante HVHPO, porosidade 0,45 um, 13 mm

e Membrana filtrante FH (Fluoropore), porosidade 0,50 pum, 47 mm

e Pipetador automatico, Gilson

e Potencidmetro, Digimed

e Purificador de agua Mili Q, Millipore

4.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As condi¢des experimentais estabelecidas para andlise de atenolol, através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia, encontram-se no quadro abaixo.

Caracteristicas Descricao
Coluna Purospher RP-18e (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 um)
Fase moével Tampao acetato de amonia: Acetonitrila (80:20 v/v)
Vazao 0,8 mL/min
Comprimento de onda 275 nm
Volume de inje¢ao 20 uL
Temperatura do forno 40 °C

Parametros utilizados para execugdo do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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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 degaseificados
através de ultra-som. A coluna foi previamente estabilizada, através da passagem de fase

movel, durante 20 minutos, com fluxo de 1,0 mL/min.

4.6.1 Validacdo do Método Analitico

A validacao foi conduzida de acordo com ICH (2005) e USP 29 (2006). Os parametros
de validacao utilizados foram: especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade e precisao

intermediaria), robustez, exatidao e limites de detec¢do e quantificacao.

4.6.1.1 Preparo das solugdes

a) Preparo da solu¢do amostra

Foi determinado o peso médio de 20 comprimidos, conforme a Farmacopéia Brasileira
IV (1988). Os comprimidos foram triturados at¢ a formacdo de um pd homogéneo.
Quantidades equivalentes a 10 mg de atenolol, foram pesadas e transferidas para baldes
volumétricos de 20 mL com auxilio de 5 mL de fase movel. Completaram-se os volumes com
fase movel, homogeneizando-se as solugdes obtidas. Transferiram-se 5 mL das solugdes
formadas para baldes volumétricos de 10 mL obtendo-se solugdes com concentracao de 250

pug/mL.
b) Preparo da solugdo com a substancia quimica de referéncia
Pesaram-se, exatamente, 10,0 mg de SQR e transferiu-se para baldao volumétrico de 20

mL. Completou-se o volume com fase movel. Transferiram-se 5 mL desta solugdo para balao

volumétrico de 10 mL, obtendo-se solu¢do com concentragdo de 250 pg/mL.
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¢) Preparo da fase movel

Para o preparo do tampao acetato de amoénio 0,01M, foram transferidos 0,77 g de
acetato de amonio grau HPLC para balao volumétrico de 1000 mL e solubilizados com agua
purificada (o pH foi ajustado para 7,0). O tampao acetato de aménio 0,01M pH 7,0 e a

acetonitrila foram entdo misturados na proporgao 80:20.

4.6.1.2 Especificidade

A especificidade do método analitico foi determinada através da avaliacdo de
possiveis interferéncias dos excipientes da formula¢do na determinag¢do de atenolol. Foram
preparadas seis amostras na concentracdo de 250 pg/mL, conforme descrito no item 4.6.1.1
a) Estas foram contaminadas duas a duas, com amostra simulada de excipientes (ASE), de
acordo com o descrito a seguir:

Ap0s realizar analise de PM de 20 comprimidos conforme Farmacopéia Brasileira IV
(1988) diminuiu-se do valor obtido, o teor nominal declarado nos comprimidos, ou seja, 100
mg de atenolol, considerando-se o valor obtido como o total em mg de excipientes presente
em cada comprimido, obtendo-se a quantidade de excipientes em mg presente na
concentracao de trabalho.

Solugdes amostra de atenolol (250 pg/mL), foram contaminadas com solu¢des de ASE
de 25, 62,5 e 125 pg/mL. Os estudos foram complementados com a realizagdo de degradacao
forcada do farmaco. Solugdes amostra de atenolol (250 pg/mL), foram submetidas as
seguintes condicoes:

a) hidrolise basica através da adi¢do de hidroxido de sédio 1,0 N por 12 h a

temperatura de 35°C;

b) hidrolise acida utilizando-se acido cloridrico 0,5 N por 12 h a temperatura
de 35°C;
C) reacdo de oxidacdo através do uso de perdxido de hidrogénio 10% por 12 h a

temperatura de 35°C;
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4.6.1.3 Linearidade

Para preparar a curva de calibracdo pesou-se, analiticamente, 31,25 mg da SQR e
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com a fase moével,
obtendo-se solugao com concentragao de 1,25 mg/mL. Foram transferidas aliquotas de 2, 3, 4,
5 ¢ 6 mL, com auxilio de pipetas volumétricas, para baldes volumétricos de 20 mL. Os
volumes foram completados com fase movel, obtendo-se solugdes com concentragdes de 125,
187, 250, 312 e 375 pg/ mL, respectivamente. As curvas foram preparadas em trés dias

diferentes.

4.6.1.4 Precisao

Para a avaliacdo da precisdo foram realizadas seis determina¢des conforme item
4.6.1.1 a) em um unico dia (n=6), enquanto para a avaliacdo da precisdo intermediaria foram

avaliadas seis determinagdes em trés diferentes dias.

e C(Calculos

A concentragdo de atenolol nas amostras foi obtida através da equagdo abaixo:

Ca % = (AA-Csqr %) / Asor

Equacdo 11

Onde:

Cae, = Concentracdo de atenolol na amostra em porcentagem
Ax - Area da amostra
Csorv = Concentragdo da SQR em porcentagem

AgQr = Area da SQR
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4.6.1.5 Exatidao

Conforme previsto pelo ICH (2005), a exatiddo foi realizada utilizando-se ASE. Para
1sso0, pesou-se, do po preparado no item 4.6.1.1 a, quantidade equivalente a 10 mg de atenolol
e transferiu-se para trés baldes volumétricos de 20 mL. Foram transferidas aliquotas de 8, 10
e 12 mL da solugdo padrao estoque com o auxilio de bureta para baldes volumétricos de 100
mL, equivalentes a 80, 100 e 120 %, respectivamente, da concentragdo de trabalho definida
como 250 pg/mL. As trés solu¢cdes foram contaminadas com ASE correspondentes a 100 %
da concentragdo existente no comprimido de 100 mg.

As porcentagens de recuperacao foram calculadas pela expressao abaixo:

Exatidao = concentracio média experimental x 100

concentracio teorica

Equacao 12

4.6.1.6 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

Para a determinacdo do LD e LQ, uma solu¢ao mae de 10 pg/mL foi preparada. Esta
concentracdo foi baseada no LQ e LD determinados por 10 e 3,3 vezes o sinal-ruido
respectivamente, calculados pelo software do cromatografo. A partir da solugcdo-mae foram
preparadas dilui¢des com 0,2; 0,4; 0,6 e 2,4 pg/mL. As amostras diluidas e inclusive a
solucdo mae foram injetadas em duplicata, e os picos resposta obtidos foram comparados ao

da solu¢do padrao preparada de acordo com o item 4.6.1.1 b).

4.6.1.7 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada por pequenas modificacdes nas condi¢des
cromatograficas estabelecidas, tais como: mudanca na temperatura do forno para 35 °C,
variacdo do fluxo da fase movel para 0,9 mL/min, uso de diferentes lotes de coluna
cromatografica, variagdo no pH da fase movel para 6,5 e variacdo na concentragdo da fase

movel (85:15).
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Para avaliar a influéncia destes fatores sobre o método realizou-se andalise de teor

(conforme descrito no item 4.6.1.1 a) dos comprimidos de atenolol.

4.6.2 Resultados e Discussao

De acordo com a literatura hd muitos métodos para a quantificagdo de atenolol
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Poucos métodos faziam alusdo a
quantifica¢do na forma farmacéutica comprimidos e muitos utilizavam algum tipo de pareador
16nico na fase movel, como por exemplo, o heptanosulfonato.

No desenvolvimento do método foi utilizada a coluna C;s, a mesma empregada na
metodologia oficial, descrita na farmacopéia americana (USP, 2006). Varias fases moveis
foram testadas empregando diferentes tampdes tais como: tampao acido fosforico 0,1% :
acetonitrila (80:20 v/v), tampdo 4cido acético 0,1% : metanol (80:20 v/v), tampdo acetato de
amoénio 10 Mm pH 7,0 : metanol (90:10). A fase movel constituida de tampao acetato de
amonio 10 Mm pH 7,0: acetonitrila (80:20), mostrou-se adequada, reproduzindo o tempo de
retencao de aproximadamente 2,7 min, proporcionando uma boa eficiéncia (pratos teoricos >
3000), picos de boa resolugdo, seletividade e simetria (< 2%), conforme pode ser observado
na Figura 7.

Os cromatogramas das solug¢des submetidas a degradagao forcada e a adicdo de ASE
para estabelecer a especificidade do método, na concentragdo tedrica de 250 ug/mL, estdo

apresentados na figura 8.
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Figura 7 — Cromatograma obtido com a solu¢do de SQR na concentracdo de 250 ng/mL . Fase
movel: tampao acetato de amonia: acetonitrila (80:20 v/v), coluna Cg, deteccdo: 275 nm,

vazdo: 0,8 mL/min.
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Figura 8§ — Cromatogramas obtidos com a degradacao forgada da solu¢do amostra submetida a
(a) hidrdlise basica (NaOH 1,0 N), (b) hidrélise acida (HC1 0,5 N) e (¢) reacao de oxidagdo

(H20; 10%); por 12 horas a 35°C. Fase movel: tampdo acetato de amonia: acetonitrila (80:20
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v/v), coluna Cyg, detec¢ao: 275 nm, vazao: 0,8 mL/min.

min

Figura 9: Cromatograma obtido da contaminagdo da amostra (azul) com 125 pg/mL de ASE
(vermelho). Fase mdvel tampao acetato de amoénia: acetonitrila (80:20 v/v), coluna Cys, 275

nm, 0,8 mL/min.

A Figura 7 apresenta o cromatograma da solugdo de SQR sem degradacdo, com pureza
de 99,6%, na concentragdo de 250 pg/mL. Apds 12 h a 35 °C, na hidroélise bésica, houve
diminui¢ao (91,91 %) da érea referente ao pico da SQR, ndo houve variagdo no tempo de
retengdo como pode ser observado na Figura 8 (a). Na hidrolise acida, ap6s 12 h a 35 °C, nao
houve diminui¢do (99,35%) da area referente ao pico da SQR, Figura 8 (b). Na oxidacao
quimica, Figura 8 (c), com H,O; 10 %, por 12 horas a 35 °C, a percentagem de degradagao foi
de 30,76%. Conforme observado nos cromatogramas apresentados os picos dos produtos
formados apresentam resolucdo adequada (2,1) em relacdo ao pico principal da SQR,
demonstrando que o método possui especificidade, podendo ser indicativo de estabilidade.
Também na avaliacdo da especificidade a amostra foi contaminada com quantidades
conhecidas de ASE. Como mostra a Figura 9, ndo houve interferéncia da ASE no pico

resposta do atenolol.

Os valores experimentais obtidos na realizacao das trés diferentes curvas de calibracao

de atenolol encontram-se dispostos na Tabela 6, e a representacdo na Figura 10.
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Tabela 6 — Areas absolutas obtidas na determinagdo da curva de calibragdo do atenolol por

cromatografia liquida.

Concentragao Areas absolutas Média zep.m. CV%
(ng/mL)
125 626313 644919 639095 636776 £ 5501 1,49
187 944182 936696 962680 947853 + 7731 1,41
250 1243275 1245528 1274431 1254411 £ 10043 1,39
312 1557197 1548128 1581198 1562174 £ 9877 1,09
375 1810330 1849395 1847549 1835758 £ 12740 1,20
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Figura 10 — Representagdo grafica da curva de calibragdo média do atenolol obtida através do

método de cromatografia liquida.

As Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os valores

experimentais obtidos para a curva de calibragao.
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Tabela 7 — Resultados da curva de calibragdo, obtida pelo método dos minimos quadrados,

para o método por cromatografia liquida.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 125 —375 pg/mL
Equagdo: y=bx +a 4747,0x +44777,3
Inclinacdo (b) £ desvio padrio 4747,0 £ 110,8
Intercepto (a) £ desvio padrao 44777,3 = 14492,6
Coeficiente de correlagao 0,9999

Tabela 8 — Analise de variancia das areas obtidas nas trés curvas de calibragdo do atenolol por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Soma dos
Fontes de variacio GL Variancia F*
Quadrados
Entre 4 2,72 . 10" 6,81.10" 2524 (3,48)
Regressdo linear 1 2,72.10" 2,72.10" 10089 (4,96)
Desvio da lineridade 3 1,50 . 10° 5,01.10° 1,86 (3,71)
Residuo 10 2,70 .10’ 2,70 . 10

Total 14

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

No parametro linearidade os resultados obtidos demonstram que as solugcdes de
atenolol SQR apresentam correlacdo linear entre as dreas dos picos e as concentragdes, nos
intervalos utilizados. Graficos de concentracdo versus éarea absoluta foram plotados e
mostraram linearidade adequada na faixa de 125 a 375 pg/mL (Figura 11). A equagdo da reta
para o método foi y= 4747,0x + 44777,3, com coeficiente de correlacao (r) de 0,9999. A
analise de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores de areas absolutas das curvas de
calibragcdo de atenolol, cujos elementos estdo determinados na tabela 8, demonstram que a
regressao linear foi significativa, ndo havendo desvio da linearidade (p< 0,05), comprovando
a validade do método em relagdo a linearidade.

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos dos comprimidos de atenolol,

referentes a precisdo intra-dia e inter-dia do método, encontram-se dispostos na Tabela 9.
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Tabela 9 — Valores experimentais referentes a determinacdo de atenolol em comprimidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para precisdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dia

(precisao intermediaria).

Teor de Atenolol (%)
Terceiro Dia (variando
Amostras Primeiro Dia Segundo Dia analista e
equipamento)

1 99,56 100,68 100,29

2 99,29 99,85 100,25

3 101,33 101,07 100,96

4 100,88 100,57 99,54

5 101,01 99,33 99,85

6 101,77 99,42 99,63
Média 100,59 100,20 100,23
e.p.m. () 0,39 0,29 0,22
DPR (%) 0,95 0,72 0,53
DPR  intermediario 0.77

(%)

Tabela 10 — Analise de variancia dos teores obtidos na determinacdo de atenolol por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Soma dos
Fontes de variacio GL Variancia F*
Quadrados
Entre 2 1,09 0,55 0,92 (3,68)
Residuo 15 8,93 0,60
Total 17 10,02

Valor entre parénteses corresponde ao valor critico de F para p = 0,05.
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Os baixos valores de DPR obtidos (< 1%) confirmam a adequada precisdo do método
analitico. A ANOVA indicou ndo haver diferenca significativa entre as diferentes analises
realizadas na avaliacao da precisdo do método (Tabela 10).

Os resultados obtidos no parametro exatiddo, através do método por cromatografia

liquida de alta eficiéncia estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores experimentais obtidos na avaliacdo da exatiddo em amostras de

comprimidos de atenolol por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Quantidade de SQR
Concentracao pg/mL % Recuperacio dia 1 % Recuperacio dia 2
20,00 99,32 98,81
25,00 101,04 99,15
30,00 99,06 99,43
Meédia 99,80 99,13

A percentagem de recuperacao média obtida foi, para o primeiro dia, de 99,80% e para
o segundo dia foi de 99,13%. Uma vez que estes valores estdo dentro dos limites de 98 —
102%, a exatiddo satisfatoria do método foi demonstrada (Tabela 11).

A sensibilidade do método foi avaliada através da determinacdo dos limites de
deteccao (LD) e quantificagdo (LQ). Os valores obtidos para LD e LQ foram de 0,2 ¢ 0,4
pg/mL, respectivamente, indicando boa sensibilidade do método cromatografico.

A tabela 12 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo do parametro robustez.

Tabela 12 — Valores experimentais na avaliacdo da robustez do método obtidos a partir das

modifica¢des nas condi¢des cromatograficas

Parametro Teor* (%) DPR (%)
pH (0,5) 99,16 1,71
Fase Movel (5%) 97,92 1,34
Temperatura (5 °C) 98,26 1,21
Fluxo (0,1) 97,93 0,91
Coluna 98,48 1,38

Média de trés determinagdes
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Para o parametro robustez, os resultados obtidos demonstraram para as analises
realizadas, que os coeficientes de variacdo entre o teor médio das amostras para o método
analitico foram menores que 2%, definindo a robustez do método. Contudo, ¢ importante
considerar que para as alteragdes de fluxo e concentragcdo da fase movel o método apresentou
variagoes relevantes, o que ndo apresenta robustez nestas para estas modificagdes (Tabela 12).
Desta forma, o método proposto mostrou-se adequado, pois ¢ especifico, simples, robusto,
preciso e exato, podendo ser empregado no controle de qualidade de comprimidos de

atenolol.

4.7  Espectrofotometria no Ultravioleta

As condi¢des experimentais desenvolvidas para analise de atenolol através de método

espectrofotométrico na regido do ultravioleta encontram-se estabelecidas no quadro abaixo.

Descricao
Caracteristicas
Solugdo diluente Tampao acetato de sodio 0,1N pH 4,6
Cubeta Quartzo com 1 cm de percurso 6tico
Comprimento de onda 226 nm (maxima absor¢ao)

4.7.1 Validagao do Método Analitico

A validacao foi conduzida de acordo com ICH (2005) e USP 29 (2006). Os parametros
de validacdo utilizados foram linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria),

especificidade, exatidao, robustez e limites de detec¢do e quantificagdo.
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4.7.1.1 Preparo das Solugdes

a) Preparo da substancia quimica de referéncia
Para obtencao da curva de calibracao pesou-se, analiticamente, 13,88 mg de SQR e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume com solucao

diluente obtendo-se solu¢do com concentracao de 138,8 pg/mL (solug¢do padrao estoque).

b) Preparo das amostras

Foi determinado o peso médio (PM) de 20 comprimidos, conforme Farmacopéia
Brasileira IV (1988). Os comprimidos foram triturados até a formagao de um p6 homogéneo.
Pesou-se, deste pd, quantidades equivalentes a 13,88 mg de atenolol, que foram transferidos
para baldes volumétricos de 100 mL, com auxilio de 50 mL de solugdo diluente. Os volumes
foram completados com o mesmo diluente e homogeneizados. Transferiu-se 1,0 mL das
solugdes para baldes volumétricos de 10 mL, completaram-se os volumes com a solugdo

diluente e homogeneizou-se, obtendo-se solugdes com concentragdes de 13,88 pg/mL.

¢) Preparo da solucao diluente

Para obten¢do do tampao acetato de sddio 0,1N, foram preparadas duas solugdes:
a) solugao de acetato de sddio 0,1N: foram pesados, analiticamente, 13,6g de acetato de sodio,
transferidos para balao volumétrico de 1000 mL e o volume foi completado com agua
deionizada.
b) solu¢do de 4acido acético 0,IN: foram medidos 5,8 mL de &4cido acético glacial e
transferidos para baldo volumétrico de 1000 mL, o volume foi completado com agua
deionizada.

O tampao foi obtido a partir da mistura das solucdes (a) e (b) na proporcao de 44,9% e

55,1%, respectivamente. O pH foi ajustado para 4,6 com éacido acético.

4.7.1.2 Especificidade

Para a avaliacdo de possiveis interferéncias dos excipientes na determinagdo de

atenolol, foram preparadas seis amostras na concentragdo de 13,88 pg/mL conforme descrito
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no item 4.7.1.1. Estas, foram contaminadas duas a duas, com ASE, de acordo com o descrito
abaixo.

ApOs realizar-se andlise do PM de 20 comprimidos conforme Farmacopéia Brasileira
IV (1988) diminuiu-se do valor obtido, o teor nominal declarado nos comprimidos, ou seja,
100 mg de atenolol, considerando-se o valor obtido como o total em mg de excipientes
presente em cada comprimido. Solugdes amostra de atenolol (13,88 pg/mL) foram
contaminadas com solugdes de ASE de 110%, 125% e 150%.

Os estudos foram complementados com a realizacio de degradagdo forcada do

farmaco. Solugdes amostra de atenolol (13,88 pg/mL), foram submetidas as seguintes

condigoes:
d) Hidroélise basica através da adicdo de hidroxido de sodio 1,0 N por 12 h a
temperatura de 35°C;
e) Hidroélise 4cida utilizando-se 4cido cloridrico 0,5 N por 12 h a temperatura
de 35°C;
f) Reagdo de oxidagdo através do uso de perdxido de hidrogénio 10% por 12 h

a temperatura de 35°C;

4.7.1.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de cinco diferentes concentragdes em trés
dias.

A partir da solugdo padrdo estoque, com o auxilio de bureta, foram transferidas
aliquotas de 6,0; 8,0; 10,0; 11,0 e 12,0 mL para baldes volumétricos de 100 mL. Os volumes
foram completados com tampao fosfato de sodio pH 4,6, obtendo-se solugdes com
concentragoes de 8,28; 11,04; 13,88; 15,18; e 16,60 pg/mL. O branco foi a mesma solugdo
diluente utilizada no preparo das amostras. As leituras foram efetuadas em 226 nm. As curvas

foram preparadas em trés dias diferentes.
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4.7.1.4 Precisao

Para a avaliagdo da precisdo foram realizadas seis determinagdes em um unico dia
(n=6), para a avaliacdo da precisdo intermediaria também foram avaliadas seis

determinagdes em trés diferentes dias.

e C(Calculos

A concentragdo de atenolol nas amostras foi obtida através da equagdo abaixo:

Ca % = (AA.Csor %) / Asgr

Equacdo 13

Onde:

Cae, = Concentracao de Atenolol na amostra em porcentagem
A = Absorbancia da amostra
Csory = Concentragdo da SQR em porcentagem

Agor = Absorbancia da SQR

4.7.1.5 Exatidao

Foram transferidas aliquotas de 8, 10 e 12 mL da solucao padrao estoque com o auxilio
de bureta para baldes volumétricos de 100 mL, equivalente a 80,100 e 120 %,
respectivamente, da concentragdo de trabalho definida como 13,88 pg/mL.

As trés solugdes foram contaminadas com ASE correspondentes a 100 % da
concentracdo existente no comprimido de 100 mg. A quantidade de placebo foi obtida através

do peso médio obtido conforme item 4.7.1.3.
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4.7.1.6 Limite de Quantificacdo (LQ) e Limite de Deteccao (LD)

Para a determinacdo do LD e LQ, foram preparadas solugdes de atenolol nas dilui¢des
de 10,0; 2,0; 1,0 ¢ 0,5 ¢ 0,4 pg/mL. As amostras diluidas foram lidas em duplicata e as
absorbancias obtidas foram comparadas com a solucdo padrdo preparada de acordo com o

item 4.7.1.1.

4.7.1.7 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada por pequenas modificacdes nas condi¢des
estabelecidas, tais como: mudanga na temperatura da amostra para 20 °C, variacao do lote do
solvente utilizado, variagdo no pH do solvente de 4,6 para 5,1.

Para avaliar a influéncia destes fatores sobre o método realizou-se andlise de teor

(conforme descrito no item 4.7.1.1) dos comprimidos de atenolol.

4.7.2 Resultados e Discussdo

A literatura, incluindo a farmacopéia britanica, apresenta varios métodos para
quantificagdo de atenolol em comprimidos. Existem, no entanto, testes aplicados na rotina do
controle de qualidade de medicamentos que exigem rapidez, simplicidade e principalmente
custo. Neste contexto, um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver e validar metodologia
analitica espectrofotométrica para quantificagdo de comprimidos de atenolol em ensaios de
dissolucao.

A revisdo da literatura apontou métodos espectrofotométricos para quantificacdo de
atenolol, contudo, os mesmos utilizam a faixa do visivel e geralmente necessitam trabalhosas
reagdes quimicas antes do processo de quantificacdo (AL-GHANNAM, 2006; GOLCU et al.,
2004; SALEM, 2002; AMIN et al., 2002)

Como o método espectrofotométrico foi desenvolvido para posterior utilizagdo na
quantifica¢gdo de amostras para o ensaio de dissolucdo do medicamento, a concentragdo de

trabalho escolhida para a validagdo da metodologia ¢ a mesma utilizada para o ensaio de



71

dissolu¢do. A fim de tornar o método ainda mais pratico, optou-se em utilizar o meio de
dissolu¢do (proposto pela USP 29) como diluente, no qual o farmaco demonstrou boa
solubilidade.

Inicialmente realizou-se varredura com substancia quimica de referéncia (SQR) de
atenolol, a qual foi preparada utilizando a solugdo diluente (tampao acetato de so6dio pH 4,6),
com concentragdo de 13,88 png/ mL. A solugdo foi levada ao espectrofotometro para obtencao
dos picos de maior absorbancia e escolha do melhor comprimento de onda de trabalho. O

espectro de varredura encontra-se apresentado na Figura 11.
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Figura 11 — Espectros de varredura da SQR de atenolol (verde) e da ASE (azul).

Nao foram observadas influéncias devido aos excipientes da formulacdo, solugao
diluente ou outras impurezas nas condi¢des otimizadas, o que pode ser verificado nos
espectros obtidos com a SQR e as respectivas amostras simuladas de excipientes apresentadas
na Figura 11, demonstrando a especificidade do método.

A SQR também foi submetida a degradacao estresse, apos 12 h a 35 °C, na hidrdlise
basica, houve diminuicao do teor (97,5 %). Na hidrolise acida, apos 12 h a 35 °C, nao houve
reducdo do teor da SQR (99,3 %). Na oxidagdo quimica com H,O, 10 %, por 12 horas a 35
°C, a percentagem de degradacgao foi de 30,00%.

O comprimento de onda escolhido para realizagcdo das analises foi 226 nm.

Os valores experimentais obtidos na realizacao das trés diferentes curvas de calibracao

de atenolol encontram-se dispostos na Tabela 13.
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Tabela 13 — Absorbancias obtidas na determinacdo da curva de calibracdo do atenolol por

espectrofotometria no ultravioleta.

Concentracao

Absorbancias Média * e.p.m. CV%
(ng/mL)
8,28 0,270 0,275 0,273 0,273 £ 0,001 0,92
11,04 0,360 0,369 0,360 0,363 £ 0,003 1,43
13,88 0,455 0,447 0,450 0,451 £ 0,002 0,90
15,18 0,488 0,501 0,503 0,497 £ 0,005 1,64
16,60 0,530 0,529 0,535 0,531 £ 0,002 0,60

A Tabela 14 apresenta a analise de variancia dos resultados obtidos na curva de

calibragdo do atenolol por espectrofotometria de ultravioleta.

Tabela 14 — Analise de variancia das absorbancias obtidas nas trés curvas de calibragdao do

atenolol por espectrofometria no ultravioleta.

Soma dos
Fontes de variacio Variancia F*
Quadrados
Entre 1,33. 10 3,32.107 1313 (3,36)
- regressdo linear 1,32. 10 1,32. 10 5244 (4,84)
- desvio da linearidade 1,90 . 10 6,30. 107 2,51 (3,59)
Residuo 2,53.10™ 2,50. 107
Total 1,33. 10

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

A representacdo da curva de calibragdo encontra-se na Figura 12.
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Figura 12 — Representacdo grafica da curva de calibragao do atenolol obtida através do

método espectrofotométrico na regido do ultravioleta.

Os resultados obtidos na avaliagdo da linearidade demonstram que as solug¢des de
atenolol apresentaram correlagdo entre as absorbancias e as concentragdes nos intervalos
utilizados. O grafico de concentracdo versus absorbancia média entre as curvas obtidas foi
plotado e pode ser observado na figura 12, mostrando linearidade adequada na faixa de 8,28 —
16,6 pg/mL. A equacdo da reta para o método foi y = 31,465x + 0,0141, com coeficiente de
correlagdo de 0,9986. A andlise de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores de
absorbancia das curvas de calibracdo de atenolol, cujos elementos estdo determinados na
Tabela 14, demonstra que a regressdo linear foi significativa, ndo havendo desvio da
linearidade com p = 0,05. Os resultados comprovam a validade do método em relagdo a
linearidade.

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos dos comprimidos de atenolol,

referentes a precisdo intra-dia e inter-dia do método, encontram-se dispostos na Tabela 15.

Tabela 15 — Valores experimentais referentes a determinacao de atenolol em comprimidos por
espectrofotometria no ultravioleta para precisao intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisao

intermediaria).
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Teor de Atenolol (%)
Terceiro Dia
Amostras Primeiro Dia Segundo Dia (variando analista e
equipamento)
1 100,12 98,76 99,68
2 100,12 98,53 101,77
3 98,00 99,89 100,45
4 99,18 100,56 98,08
S 99,65 100,11 99,20
6 99,88 100,7 98,97
Média 99,49 99,76 99,69
e.p.m 0,33 0,37 0,52
DPR% 0,81 0,91 1,28
DPR intermediario 097

(“o0)

A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermediaria (inter-dia). O valor experimental obtido para a determinagdo do atenolol nas
amostras analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais, foi de 99,49%.
Nas analises realizadas no segundo dia obteve-se 99,76% e, nas andlises realizadas no terceiro
dia, variando-se o analista e o equipamento, obteve-se o valor de 99,69% (Tabela 17). Os
coeficientes de variacdo obtidos foram menores que 2%, confirmando a adequada precisdao do
método analitico. A ANOVA indicou nao haver diferenca significativa entre as diferentes

analises realizadas na avaliagdo da precisao do método (Tabela 16).
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Tabela 16 — Andlise de varidncia dos teores obtidos na determinacdo de atenolol por

espectrofotometria no ultravioleta.

Soma dos
Fontes de variacio GL Variancia F*
Quadrados
Entre 2 0,23 0,12 0,11 (3,68)
Residuo 15 15,72 1,05
Total 17 15,95

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

Os resultados obtidos no teste de exatiddo de atenolol, através do método por

espectrofotometria no ultravioleta, estao apresentados na tabela 17.

Tabela 17 — Valores experimentais obtidos no parametro exatiddo em amostras de

comprimidos de atenolol por espectrofotometria no ultravioleta.

Quantidade de SQR % Recuperacao

Concentraciao pg/mL Dia 1 Dia 2
11,04 101,02 101,12
13,88 101,69 101,03
16,60 99,13 99,83
Média 100,61 100,66

A percentagem de recuperacao média obtida para o primeiro dia foi de 100,61% e para
o segundo dia de 100,66%. Uma vez que esta dentro dos limites de 98 — 102%, a exatidao
satisfatoria do método foi demonstrada (Tabela 17).

A sensibilidade do método foi avaliada através da determinagdo dos limites de
deteccao (LD) e quantificagdo (LQ). Os valores obtidos para LD e LQ foram de 1,0 e 2,0
ng/mL, respectivamente, indicando boa sensibilidade do método.

A tabela 18 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo do parametro robustez.
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Tabela 18 — Valores experimentais obtidos a partir das modificagdes nas condi¢des do método

espectrofotométrico.
Parametro Teor* (%) DPR (%)
pH (0,5) 98,64 0,39
Lote de solvente 101,59 0,13
Temperatura (5 °C) 99,63 0,13

Média de trés determinagdes

A avaliagdo da robustez analitica ndo indicou provaveis consideracdes inerentes ao
método utilizado por ndo demonstrar variagdes significativas nos resultados obtidos com as
alteracdes realizadas no mesmo.

O método demonstrou ser adequado para a analise de comprimidos de atenolol, por

mostrar-se preciso, robusto, especifico, linear e exato.

4.8 Comparaciao dos métodos propostos e da metodologia oficial

Os resultados obtidos com os métodos por cromatografia liquida e por
espectrofotometria no ultravioleta foram comparados com o método oficial (USP 29, 2006)

por ANOVA e estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Analise de variancia dos teores obtidos na determinacdo de atenolol em

comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta, cromatografia liquida e o método oficial.

Soma dos
Fontes de variacio GL Variancia F*
Quadrados
Entre métodos 2 5,81 2,90 3,29 (3,68)
Residuo 15 13,22 0,88
Total 17 19,03

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

Como pode ser observado na tabela acima, a analise estatistica por ANOVA indicou que

nao houve diferenca significativa entre os teores obtidos com os diferentes métodos (p = 0,05).
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Assim, com base nos resultados apresentados neste capitulo, pode-se dizer que tanto o
método por cromatografia liquida, quanto o método de espectrofotometria no ultravioleta sdo
adequados para as analises de rotina em controle de qualidade de atenolol comprimidos, sendo
equiparaveis a metodologia oficial.

Ambos os métodos sdo rapidos, de facil execucdo, acessiveis e cumprem com o0s

requisitos de validacao.



5. CAPITULO III - ANALISE COMPARATIVA ENTRE O
MEDICAMENTO TESTE E O MEDICAMENTO DE
REFERENCIA

5.1 Introducao

Medicamento genérico ¢ a especialidade farmacéutica fabricada para ser
intercambiavel com o produto inovador (produto original; aquele que obteve o primeiro
registro para comercializagdo mo pais). Sua produgdo ocorre sem a licenca da empresa
inovadora, apds a expiracdo da patente ou de outros direitos de exclusividade. Pode ser
comercializado com o nome genérico do principio ativo ou sob nova marca, em formas
farmacéuticas idénticas ou néo aos produtos originais (GENERICO INFO, 2005).

O progresso na 4area das Ciéncias Farmacéuticas, desde o surgimento da
Biofarmacotécnica na década de sessenta, veio esclarecer a comunidade farmacéutica, a
respeito de que o produto deve liberar o principio ativo na quantidade e na velocidade
adequadas ao seu objetivo terapéutico, possibilitando a constatagao de que além do produto
ser tecnicamente perfeito, estavel e de aparéncia estética, deve também assegurar que sejam
obtidos parametros de seguranca e eficécia clinica apds a administragdo (PORTA, 1999).

Com base na Resolucdo RE n° 310, de 01 de setembro de 2004 (Brasil, 2004), que
trata sobre os estudos de equivaléncia farmacéutica e nas metodologias ja citadas nos
capitulos anteriores, realizou-se estudo comparativo entre diferentes lotes de Atenolol
comprimido e o medicamento referéncia. Os parametros levados em consideragdo foram: peso
médio, desintegra¢do, umidade, resisténcia mecanica em comprimidos (dureza e friabilidade),
identificacdo do principio ativo, doseamento, teste de dissolucdo, perfil de dissolugdo e

uniformidade de conteudo.

5.2 Amostras Utilizadas no Estudo

e Comprimidos contendo 100 mg de atenolol, medicamento candidato a genérico,

fabricado pela Prati, Donaduzzi, Lotes A, B,C,D e E .

e Comprimidos contendo 100 mg de atenolol, com o nome comercial de Atenol®,

fabricado pela Astra Zeneca, lote 44700, doravante denominado lote R.
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5.3 Solventes e Reagentes

e Acetato de amonio, CQA

e Acetato de sédio, Synth

e Acetonitrila, Merck

e Acido acético glacial, Tédia

e Acido fosférico, Carlo Erba

e Agua ultra-pura, Milli Q

e Dibutilamina, Vetec

e Fosfato de sodio dibasico, Merck
e Heptanosulfonato de sodio, Vetec

e Metanol, Carlo Erba

5.4 Equipamentos e Acessorios

e Agitador magnético, Nova Etica

e Balanga microanalitica, Metler Toledo

e Banho ultra-sénico, Logen Sonic

e Bomba de vacuo, Tecnal

e (Coluna cromatografica de fase reversa PurospHer® RP-18 (250 mm x 4.6 mm)
5 um, Merck

e Cromatégrafo liquido Shimadzu LC-20AT, equipado com bomba LC-20AT,
detector de arraste de fotodiodos SPD-M20A, amostrador automatico SIL-ZOA,
forno para coluna modelo CTO-10AS e integrador automatico
computadorizado através do software Labsolution

e Desintegrador, Nova Etica

e Destilador, Quimis

e Dissolutor Erweka DT 700

e Durdémetro de bancada, Erweka

e Espectrofotometro UV-VIS, Spectro Vision DB 1880 S

e Friabilometro, Nova Etica

e Membrana filtrante HVHPO, porosidade 0,45 pm, 13 mm
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e Membrana filtrante FH (Fluoropore), porosidade 0,50 um, 47 mm
e Karl Fischer, Metron

e Pipetador automatico, Gilson

e Potencidmetro, Digimed

e Purificador de agua Mili Q, Millipore

5.5 Determinacio do Peso Médio dos Comprimidos

A determinagdo do peso médio dos comprimidos de atenolol foi realizada segundo
metodologia da Farmacopéia Brasileira IV (1988), através da pesagem de vinte unidades
individuais, escolhidas aleatoriamente, de cada um dos lotes. O calculo do peso médio e a

variagdo permitida foram realizados de acordo com a mesma farmacopéia.

5.6 Determinacio do Tempo de Desintegracio dos Comprimidos

O tempo de desintegracao dos comprimidos foi determinado em agua, mantida a 37°C
+ 1 °C, segundo a Farmacopéia Brasileira [V (1988).

Foram utilizadas seis unidades de cada lote de produto, considerando-se como tempo
final de desintegragdo o tempo em minutos e segundos em que se pode perceber a

desintegragao total dos comprimidos.

5.7 Determinacio da Umidade por Karl Fischer

Para determinar a umidade contida nas formulagdes foi utilizado o método de Karl
Fischer, empregando titulador automatico, segundo a Farmacopéia Brasileira IV (1998).
Foram pesadas aproximadamente 200 mg dos comprimidos triturados. Para determinar a
percentagem de umidade contida nos produtos utilizou-se a Equacao 04, ja citada

anteriormente.
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5.8 Determinacio de Resisténcia Mecanica em Comprimidos

5.8.1 Friabilidade

A determinagdao da friabilidade nos comprimidos foi realizada seguindo-se
metodologia da Farmacopéia Brasileira IV (1988). Foram pesados, com exatiddo, vinte
comprimidos, os quais foram introduzidos no aparelho e submetidos a cem rotagdes num
periodo de cinco minutos. Apods, todos os residuos de poeira foram removidos e os
comprimidos foram pesados novamente. A diferenga entre o peso final e inicial representou a

friabilidade em funcao da porcentagem de po6 perdido durante o teste.

5.8.2 Dureza

O ensaio de dureza foi realizado segundo a Farmacopéia Brasileira IV (1988). Dez
comprimidos foram submetidos, individualmente, a agdo do aparelho, sendo medida a forca

em quilograma forca (kgf) necesséria para esmaga-lo.

5.9 Identificacio do atenolol nas amostras

A identificagdo das amostras foi realizada utilizando-se a mesma metodologia do teste
de doseamento (item 4.6.1.1 do Capitulo 2), através da comparagdo entre os cromatogramas
obtidos para as solu¢des amostra de cada lote e para a solugao padrao, através da comparagao

ente os picos e tempos de retencao.

5.10 Doseamento de Atenolol nas Amostras

O doseamento dos comprimidos de atenolol foi realizado utilizando-se cromatografia
liquida de alta eficiéncia conforme metodologia analitica descrita no item 4.6.1.1 do Capitulo

2. As analises foram realizadas em duplicata.
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5.11 Teste de Dissolucao

O teste de dissolugdo dos comprimidos de atenolol foi realizado seguindo-se as

condigdes citadas na Tabela 20. A porcentagem dissolvida do farmaco foi determinada através

de espectrofotometria de ultravioleta, conforme descrito no item 4.7.1.1 do Capitulo 2.

Tabela 20 — Parametros utilizados para avaliagdo da % dissolvida de comprimidos de atenolol

(USP 29, 2006).

Parametros
Meio Tampao acetato de sodio 0,1 N pH 4,6
Volume 900 mL
Aparato Pa (2)
Velocidade de rotacao 50 rpm
Volume coletado 15 mL
Tempo de coleta 30 minutos
Temperatura 37°C+£0,5°C

5.12 Perfil de Dissolucao

A avaliagdo dos perfis de dissolugdo foi realizada seguindo-se as condi¢des analiticas
citadas no item 5.11, Tabela 20. As coletas foram realizadas nos tempos 5, 10, 15, 20 e 30
minutos. Doze unidades de cada produto foram submetidas ao teste, € a quantificacdo da
porcentagem dissolvida foi realizada por espectrofotometria de ultravioleta.

Para realizar a comparagdo entre perfis, utilizou-se o pardmetro do célculo de

eficiéncia de dissolugao.

5.13 Uniformidade de Doses Unitarias nas Amostras

Foram avaliadas, individualmente, dez unidades dos medicamentos teste e dez
unidades do medicamento referéncia, utilizando metodologia por cromatografia liquida

descrita no item 4.6.1.1 do Capitulo 2.
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A quantidade de farmaco presente em cada unidade foi avaliada seguindo

especificagdo da Farmacopéia Brasileira IV (1988).

5.14 Resultados e discussao

Este capitulo abordou andlises realizadas no sentido de verificar a qualidade e

contribuir para um estudo de intercambialidade de comprimidos de atenolol.

O medicamento teste, candidato a genérico (lotes A, B, C, D e E) e o medicamento
referéncia Atenol 100 mg (lote R), foram comparados. Requisitos farmacopeicos de
identidade, teor, uniformidade de conteudo, tempo de desintegracao, dissolucdo, entre outros,
foram avaliados.

A Tabela 21 representa os resultados obtidos na analise de peso médio das amostras do

medicamento teste de atenolol nos lotes A, B, C, D, E; e do medicamento de referéncia lote R.
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Tabela 21 — Valores individuais em “mg” obtidos para determinag¢do de peso-médio (PM),

desvio padrao (DP) e limites inferior e superior para os comprimidos analisados.

Comprimidos A B C D E R
1 360,5 363,6 363,5 362,8 363,5 413,6
2 364,7 358,9 369,1 3634 365,2 417,2
3 358,8 367.,8 365,3 365,8 363.3 411,3
4 359,6 362,1 363,8 365,5 366,4 418,1
5 358,3 363,6 364,1 367,2 361,5 409,2
6 364,1 363,6 363.9 366,5 363.,8 411,3
7 360,3 365,4 369,7 369.9 367,2 414,4
8 333,0 364,1 367,2 364,1 368,0 418,6
9 357,7 362,7 368,4 359,9 363,8 415,1
10 362,1 367,1 364,2 363,7 360.,9 415,7
11 359,8 362,2 365,7 3623 362.4 413,6
12 362,3 359,6 363,9 362,7 363,8 415,1
13 360,7 364,1 362,8 365,3 365,2 413,6
14 362,2 363,1 363.9 367,2 362,5 418,5
15 357.,5 359.9 364,5 364,6 361,5 409,3
16 359,1 362,8 364,1 365,5 364,5 415,6
17 358,4 362,2 365,8 367,3 366,0 413,5
18 363,1 3633 366,6 368,8 365,7 418,1
19 360,2 360,4 368,4 365,3 364,1 4139
20 369,3 367,2 366,5 364,1 363,3 414,2

PM+DP  359,6+6,9 363,2+2,4 365,6+2,1 365,1+24 364,119 4145238

Limite
. . 333,0 358,9 362,8 362,7 361,5 409,3
inferior
Limite

. 369,3 367,8 369,7 368.8 368.0 418,6
superior

Na andlise de peso médio, as amostras submetidas ao ensaio cumpriram com as

especificagdes propostas pela Farmacopéia Brasileira IV (1988), onde a variacdo individual
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para comprimidos com peso médio acima de 250 mg ¢ de £ 5,0%. Os resultados da variacao
de peso podem ser visualizados na Tabela 21.

Os resultados do teste de desintegracdo estdo demonstrados na Tabela 22.

Tabela 22 - Resultados obtidos para o teste de desintegracao de atenolol comprimidos

Lote Tempo

A 1 minuto

1 minuto e 15 seg

C 2 minutos
D 1 minuto
E 2 minutos
R 2 minutos

O teste de desintegragdo ¢ mais uma etapa preconizada para a andlise da
intercambialidade. A Tabela 22 demonstra que os medicamentos analisados estdo de acordo
com a especificagdo da Farmacopéia Brasileira IV (1988), que ¢ de 30 minutos para
comprimidos.

A Tabela 23 demonstra os resultados da determinagao de umidade por Karl Fischer.

Tabela 23 - Resultados obtidos para a determinagao de umidade por Karl Fischer

Lote Umidade %
A 5,10
5,23
C 5,18
D 5,08
E 5,20
R 5,06

Para a analise de conteudo de umidade dos comprimidos evidenciaram-se valores
entre 5,06% e 5,23% (Tabela 23). Como ndo existe especificacdo para umidade de atenolol

em comprimidos, relata-se a proximidade dos resultados do medicamento teste e referéncia.
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Os resultados obtidos para as andlises mecéanicas de dureza e friabilidade encontram-se

dispostos na Tabela 24.

Tabela 24 - Resultados obtidos para a determinagao de dureza e friabilidade

Lote Dureza (Kgf) Friabilidade %
A 5,5 0,09
5,3 0,13
C 4,5 0,01
D 4,7 0,05
E 5,0 0,06
R 9,6 0,14

No teste de resisténcia mecanica (Tabela 24) verificou-se que os comprimidos
cumprem com a especificacido da Farmacopéia Brasileira IV (1988): dureza > 3 Kgf e

friabilidade (resisténcia aos choques mecanicos) < 1,5%.

Os resultados obtidos para a determinagdo quantitativa de atenolol por cromatografia

liquida de alta eficiéncia em comprimidos estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 — Valores experimentais obtidos para a analise de teor de atenolol comprimidos

Resultados de Teor em %

Amostra A B C D E R
1 100,7 100,46 100,56 99,64 102,30 100,54
2 99,1 100,74 101,42 101,65 102,51 100,49
Média 99,90 100,60 100,99 100,64 102,40 100,51
DPR% 1,13 0,20 0,60 1,41 0,15 0,03

Na analise de doseamento dos medicamentos teste e referéncia foram verificados que
os resultados estavam dentro da faixa de 90 — 110% em concordancia com a especificacdo da

monografia oficial (Tabela 25). Segundo a ANVISA, para o medicamento ser aprovado nos
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ensaios de equivaléncia farmacéutica a diferenga de teor entre o medicamento teste e o
referéncia deve ser de no maximo 5% (BRASIL, 2004).

Os resultados obtidos para o teste de dissolucdo in vitro nas amostras de atenolol
comprimidos, utilizando-se como meio de dissolucao tampao acetato de sodio 0,1 N pH 4,6

estdo dispostos na Tabela 26.

Tabela 26 — Valores de porcentagens dissolvidas (%) de atenolol obtidos por

espectrofotometria de ultravioleta

Amostra A B C D E R

1 99,1 100,2 101,5 98,9 97,99 100,2
2 98,7 101,4 101,1 99,7 98,92 99,81
3 97,6 99,6 98,4 101,4 100,2 98,72
4 100,3 99,9 99,3 100,3 101,3 99,83
5 101,4 100,3 100,9 101,2 100,84 101,26
6 99,3 98,7 99,2 99,9 100,56 102,98

Meédia 99,4 100,01 100,06 100,23 99,97 100,46

DPR% 1,32 0,89 1,26 0,95 1,26 1,47

A Figura 13 representa os perfis de dissolugdo comparativos entre os diferentes lotes

analisados.
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Figura 13 — Perfil de dissolu¢do comparativo entre os lotes A, B, C, D, E e R de atenolol 100
mg comprimidos

Os valores de eficiéncia de dissolucdo, os respectivos desvios padrao e os coeficientes
de variagdo obtidos encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27 - Valores da eficiéncia de dissolugao (%)

Amostra A B C D E R
1 96,77 89,78 88,26 93,15 91,23 90,43
2 95,71 90,37 85,78 92,69 92,03 91,72
3 97,74 87,38 88,52 93,55 90,01 89,49
4 88,54 90,42 85,94 92,91 89,98 91,03
5 87,85 89,93 85,84 92,42 90,69 91,95
6 89,16 89,66 85,48 93,37 90,16 91,04
7 88,50 88,61 90,41 83,44 90,97 93,13
8 89,22 88,52 91,07 83,12 88,04 94,40
9 89,40 89,94 90,06 83,21 88,97 91,72
10 89,65 89,73 88,56 84,19 89,98 91,13
11 89,37 87,86 88,77 84,04 89,18 85,54
12 89,42 88,31 88,71 85,24 91,80 87,77
Meédia 90,95 89,21 87,54 88,44 90,25 90,78

DPR% 3,91 1,14 2,61 5,44 1,30 2,58
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Tabela 28 — Andlise de varidncia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de

dissolu¢do de atenolol comprimidos (100 mg).

Soma dos
Fontes de variacio GL Variancia F*
Quadrados
Entre 5 89,96 17,20 2,18 (2,37)
Residuo 66 520,07 7,88
Total 71 606,05

O teste de dissolug¢ao determina a quantidade de principio ativo liberado no meio de
dissolucgdo, dentro de um tempo especificado segundo as condi¢des experimentais. Conforme
pode ser visualizado na Figura 13, o atenolol tem por caracteristica uma dissolugdo répida,
liberando mais de 85% do principio em 15 minutos e sendo assim todos os lotes cumpriram
com a especificacdo definida pela USP 29 de, ndo menos que 80% do farmaco dissolvido em
30 minutos. Com base nos resultados do perfil de dissolucdo foi realizado o calculo de
eficiéncia de dissolu¢do, o mesmo foi avaliado estatisticamente para comprovar a semelhanca
entre os perfis.

A ANOVA demonstrou que nao houve diferenga significativa entre os medicamentos
para o célculo de eficiéncia de dissolugdo, apresentando um Fcal de 2,18 (2,37) para um
p=0,05, conforme pode ser visualizado na Tabela 28.

Segundo Brasil (2004), considerando a Figura 15 e os fatores f1//2, os medicamentos

seriam considerados intercambidveis, passiveis de serem submetidos aos estudos in vivo.

Os valores experimentais (%) obtidos na determinagdo da uniformidade de conteudo

de atenolol comprimidos apresentam-se na Tabela 28.
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Tabela 29 - Valores experimentais (%) obtidos na determinac¢do da uniformidade de conteudo

de atenolol comprimidos.

Amostra A B C D E R

1 99,54 99,33 99,49 102,62 103,00 101,56

2 101,23 99,56 99,77 102,60 100,71 100,95

3 98,64 100,23 98,16 99,37 98,57 96,89

4 97,48 101,14 100,99 96,18 98,46 99,55

5 99,50 99,86 99,56 96,86 97,00 99,62

6 99,50 101,12 98,32 99,02 97,88 101,23

7 101,80 98,76 100,49 100,10 101,97 101,14

8 99,77 97,45 98,74 98,96 97,79 101,91

9 100,35 102,46 101,97 99,75 98,93 98,78

10 98,15 100,24 100,64 100,64 99,10 100,25

Média 99,60 100,01 99,81 99,41 99,34 100,18
CV% 1,32 1,39 1,22 1,87 1,95 1,53

A uniformidade de contetido ¢ um parametro que avalia a distribui¢do homogénea do
farmaco em cada comprimido. De acordo com a Farmacopéia Brasileira IV (1988), os valores
individuais podem variar de 85 a 115%, com CV% méximo de 6%. Conforme pode ser

visualizado na Tabela 29, todos os medicamentos cumpriram com as especificagdes.

Através dos dados apresentados, relativos a todos os parametros exigidos pela
legislacdo que ampara o estudo de equivaléncia in vitro no pais, pode-se concluir que a
intercambialidade entre o medicamento teste e referéncia ¢ adequada. Contudo, a
comprovagdo desta equivaléncia requer um estudo in vivo (bioequivaléncia/

biodisponibilidade). Este medicamento (teste) foi submetido ao estudo in vivo e foi aprovado.



6 CONCLUSAO

e A andlise da matéria prima de atenolol permitiu sua caracterizacdo, fornecendo dados
importantes para a escolha dos excipientes na fase de pré-formulagdo, garantindo um

delineamento adequado da forma farmacéutica;

e Os dados obtidos da caracterizagdo do farmaco permitem a qualificagdo dos

fornecedores, garantindo a qualidade lote-a-lote dos medicamentos produzidos.

e A andlise de DSC definiu a inexisténcia de polimorfos, bem como impurezas da

matéria prima de atenolol;

e O método desenvolvido através de cromatografia liquida, nas condigdes
experimentais, sem a utilizagdo de pareador i6nico, mostrou-se linear, sensivel,
especifico, preciso, exato e robusto para andlise quantitativa de atenolol em

comprimidos;

e O método desenvolvido através de espectrofotometria na regido do ultravioleta,
mostrou-se linear, sensivel, especifico, preciso, exato e robusto para analise
quantitativa de atenolol em comprimidos, sendo um método alternativo de

quantificagdo com enfoque para ensaios de dissolugao;

e A analise comparativa entre os métodos propostos € a metodologia oficial, para a
quantificagdo de atenolol em comprimidos, demonstrou ndo haver diferenca

estatisticamente significativa, caracterizando a equivaléncia dos mesmos;

e No estudo comparativo realizado entre as formulagdes teste e a de referéncia,
verificou-se que todos os produtos cumpriram com as especificagdes indicadas nas

farmacopéias;

e Os teores de atenolol nos produtos analisados ficaram dentro da faixa de 90 — 110%;



92

e Os medicamentos avaliados apresentaram % de dissolucdo superior a 95% em 30

minutos.

e Os medicamentos teste e referéncia podem ser considerados intercambiaveis.
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