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A Sibutramina ¢ classificada terapeuticamente como anorexigeno, sendo indicada para
tratamento da obesidade e redug¢do do peso corpdreo, em conjunto com dieta e exercicios. Sua
atividade esperada ¢ a perda de peso, conseguida através da inibi¢cdo da recaptacdo de
serotonina e de noradrenalina. O mecanismo de agdo por inibicao da recaptagdo por duas vias
resulta na diminui¢cdo do peso corporal, diminuindo a ingestdo de alimentos mediante a
intensificagdo da saciedade pds-prandial. Encontra-se comercialmente disponivel na forma de
capsulas industrializadas e capsulas manipuladas. Na literatura consultada ndo se encontrou,
até o momento, monografias em codigos oficiais para controlar a qualidade desse farmaco e
de sua forma farmacéutica. Neste trabalho foram desenvolvidos e validados métodos de
quantificagdo e de avaliacdo da dissolucao do farmaco em capsulas industrializadas. Bem
como, realizou-se estudo comparativo entre algumas formulagdes disponiveis no comércio.
Os métodos desenvolvidos e validados para determinagdo quantitativa foram:
espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia liquida de alta eficiéncia, os
quais apresentaram linearidade, precisdo e exatidao. As condigdes selecionadas para o teste de
dissolu¢do foram 500 ml de HCI 0,1M como meio, utilizando cesta para as capsulas, com
velocidade de rotagdo de 75 rpm. O estudo comparativo realizado demonstrou que os
produtos ndo apresentaram desvios da qualidade.

Palavras-chaves: sibutramina, validagdo, cromatografia liquida de alta eficiéncia,

espectrometria, dissolu¢do, estudo comparativo.
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SIBUTRAMINE: VALIDATION OF METHODOLOGY AND
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Sibutramine is therapeutically classified as an anorexigen, being recommended for
obesity treatment and reduction of body weight, combined with diet and exercises. Its
expected activity is the weight loss through inhibiting serotonin and norepinephrine reuptakes.
By dual inhibition, sibutramine reduces body weight, then reducing food ingestion through
intensification of post-prandial satisfaction. The drug is commercially available as
industrialized capsules and compounded capsules. There are no official monographs up to this
moment, to control the quality of this drug in its pharmaceutical forms. In the present work,
methods for the quantification and dissolution evaluation of the drug in industrialized
capsules were developed and validated. Comparative studies among some commercially
formulations were also performed. UV spectrophotometry and liquid chromatography
methods were developed and validated for quantitative determination, and showed linearity,
precision and accuracy. The selected conditions for the dissolution test were 500 mL of 0.1 M
HCI as medium, using basket for capsules, with rotation speed of 75 rpm. The comparative

study presented that products not showed quality deviations.

Keywords:  sibutramine,  validation,  high-performance  liquid chromatography,

spectrophotometry, dissolution, comparative study.



1. INTRODUCAO

O emprego de metodologia analitica adequada ¢ necessario nas diversas fases do
desenvolvimento farmacéutico, tais como estudos de formulacgao e de estabilidade, controle de
qualidade e, também, em testes farmacologicos e toxicoldgicos realizados em animais e
humanos. A falta de métodos confidveis de avaliagdo da qualidade dos produtos
farmacéuticos limita a vigilancia dos mesmos.

As especificagdes minimas de qualidade dos produtos farmacéuticos, desde a matéria-
prima até a embalagem e, conseqilientemente, de todos os insumos utilizados na fabricagdo de
todas as formas farmacéuticas sdo de competéncia legal e exclusiva das farmacopéias.
Entretanto, muitos farmacos, por serem de recente lancamento, ndo estdo incluidos nesses
codigos.

Para farmacos que ndo possuam métodos oficiais de andlises, deve-se desenvolver e
validar os mesmos através da avaliagdo de parametros, tais como: linearidade, exatidao,
precisao, especificidade, limite de detecgdo e de quantificagdao (ICH, 1996; USP 29, 2006).

A obesidade ha muito associada a falta de forca de vontade e de autocontrole, ¢ agora
reconhecida pelos profissionais da area de satide como uma doenga médica cronica e grave,
com varias causas subjacentes ¢ um numero significativo de complicagdes associadas, com
morbidade e mortalidade aumentadas (BRAY, 1989).

A sibutramina (Figura 1) ¢ o primeiro agente antiobesidade de a¢do central que atua
como inibidor da recaptacdo em duas vias neurotransmissoras. Produz seus efeitos
terapéuticos, primariamente, pela inibi¢do de recaptacdo de noradrenalina (NA) e serotonina
(5-HT) (BRAY etal., 1996).

No mercado brasileiro este farmaco encontra-se disponivel com nomes comerciais
como Reductil ® (Abbott), Plenty ® (Medley), Cloridrato de sibutramina monoidratado
(Medley), além de outros produtos que estdo em langamento e os formulados pelas farmacias
magistrais. As principais apresentacdes farmacéuticas disponiveis no comércio sdo capsulas
de 10 e 15 mg, de preparacdo industrial, e cédpsulas obtidas por manipulacdo. Embora esse
farmaco se encontre comercializado em nivel mundial, ndo se encontrou descrita metodologia
para andlise quantitativa dessa forma farmacéutica, quer em codigos oficiais ou na literatura

cientifica consultada.
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Figura 1 — Estrutura quimica do cloridrato de sibutramina monoidratado

A absorcao de farmacos por via oral depende, dentre outros fatores, da liberagdo e
dissolugdo dos mesmos nas condigdes fisiologicas. Os fatores biofarmacotécnicos
influenciam, de forma consideravel, os processos de dissolugdo e absor¢ao.

O presente trabalho contempla o estudo do controle de qualidade da sibutramina,
abrangendo o desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos, assim como, a liberagao

do farmaco in vitro para a forma farmacéutica de capsulas obtidas em processo industrial.

A justificativa para realizagdo deste trabalho se dd a partir da constatacdo da
inexisténcia de metodologia analitica oficial para andlise da sibutramina e de sua forma
farmacéutica. Considerando que ndo existe monografia farmacopéica para este farmaco, esta

pesquisa busca contribuir para o controle de qualidade da especialidade farmacéutica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

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

obtidas em processo industrial.



1.1.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar a substancia quimica de referéncia sibutramina através de analise por
ressondncia magnética nuclear de carbono e hidrogénio, espectroscopia na regiao

do infravermelho e determinacao da faixa de fusao;

o Desenvolver e validar métodos para analise quantitativa de sibutramina em céapsulas
industrializadas com o emprego de espectrofotometria na regido do ultravioleta e

cromatografia liquida de alta eficiéncia;

o Realizar estudo comparativo entre os métodos propostos;

o Desenvolver e validar método de dissolugdo para sibutramina na forma

farmacéutica capsulas;

J Realizar estudo de equivaléncia farmacéutica para avaliar a intercambialidade de
alguns produtos existentes no mercado, entre os quais o produto de referéncia e o

seu genérico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracoes Gerais

A obesidade ¢ genericamente definida como um excesso de gordura corporal ou de
tecido adiposo, acima do necessario para manter a saude (LISSNER, 1993). Excesso de peso
se refere a um excesso da quantidade de peso corporal total, que inclui todos os tecidos (por
exemplo, gordura, ossos e musculos) e agua. A obesidade se refere especificamente a um
excesso de gordura corporal (SICHIERI et al., 1994). O excesso do acumulo de gordura esta
associado a um aumento do tamanho das células adiposas. Em pessoas com obesidade
extrema, o numero de células adiposas também estd aumentado. O excesso de gordura
corporal em individuos obesos freqlientemente resulta em prejuizos significativos para a

saude (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL



ON THE HEALTH IMPLICATIONS OF OBESITY, 1985). O Indice de massa corporal ¢ um
parametro clinicamente util para definir a obesidade e para se avaliar o estado do peso
corporal, o grau de adiposidade e o risco de complicacdes relacionadas a obesidade.

Muitos fatores estdo envolvidos na patogénese da obesidade, incluindo o controle do
comportamento alimentar, os mecanismos de armazenamento de gordura, a regulacdo do
aporte de energia e do gasto energético, e as influéncias genéticas e psicologicas (AGRAS,
1996). Embora os mecanismos exatos do desenvolvimento da obesidade ainda tenham de ser
determinados, esta etiologia de maneira genérica resulta de um desequilibrio entre a ingestao
de alimentos (energia) e o gasto energético (STUNKARD, 1996). Conseqiientemente, o
tratamento ideal da obesidade seria o que reduzisse a ingestdo de alimentos e aumentasse o
gasto energético (BRAY, 1993). A obesidade reduz a longevidade aumentando os riscos de
doengas concomitantes, que sdo freqiientemente cronicas e que podem causar prejuizos
funcionais significativos. A obesidade freqlientemente estda acompanhada de dislipidemia,
pressao arterial elevada e resisténcia a insulina (VANITALLIE, 1985), o que, por sua vez,
pode dar origem a um risco aumentado de mortalidade por diabetes, hipertensdo arterial e
doenca coronariana. Segundo relatorio da Organizagdo Mundial da Satde (OMS, 1998), a
obesidade ja atingiu caracteristicas de epidemia, afetando atualmente cerca de 1 bilhdo de
adultos em todo o mundo. Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a obesidade ja se
tornou um problema de saude publica tdo grave como a desnutri¢ao.

O principal desafio para os profissionais da saude e pacientes obesos, atualmente, ¢
melhorar a capacidade de manter a perda de peso, em vez de apenas conseguir perder peso. A
Forca Tarefa Nacional para prevengao e tratamento da obesidade, dos EUA, sugere que
terapias farmacoldgicas para a obesidade podem ser usadas durante um longo prazo em
pacientes cuidadosamente selecionados, o que ¢ consistente com as abordagens de tratamento
para outras doengas cronicas, incluindo diabetes do tipo II, hipertensdo arterial e
hipercolesterolemia (ATKINSON et al., 1994).

Virias classes de agentes farmacoldgicos foram usadas para reduzir o peso, incluindo
medicamentos que agem perifericamente e que tém propriedades termogénicas, aumentando a
taxa metabolica, e agentes de acdo central, que suprimem o apetite ou aumentam a saciedade
mediante vias noradrenérgicas (mazindol, femproporex, por exemplo) ou mediante vias
serotonérgicas (fenfluramina e dexfenfluramina). Esses supressores do apetite reduzem a

ingestao de alimentos pelo aumento de liberagao de neurotransmissores (BRAY, 1993).



A sibutramina € o primeiro agente antiobesidade que atua como inibidor da recaptacao
em duas vias neurotransmissoras, produzindo seus efeitos terapéuticos, primariamente, pela
inibi¢do da recaptacdo de noradrenalina (NA) e serotonina (5-TH).

A sibutramina ¢ uma amina terciaria que sofre desmetilacdo rapida ao ser ingerida e
vem sendo usada para o tratamento da obesidade. A perda do radical metil origina o
Metabolito 1, que ¢ uma amina secundaria. A seguir forma-se o Metabdlito 2, que ¢ uma

amina primaria e ambos com atividade farmacologica (CHEN et al., 2002).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos metabolitos M1 e M2, respectivamente, do cloridrato de sibutramina
monoidratado

2.2 Caracteristicas farmacocinéticas

Estudos farmacocinéticos demonstram que a sibutramina ¢ rapidamente e
eficientemente absorvida no trato gastrointestinal. Sofre pré-eliminagdo sistémica e
biotransformacao hepatica através das isoenzimas do citocromo P450, principalmente 3A4,
produzindo dois metabolitos ativos (M; e M;). Logo apoés sua administracdo oral, atinge
concentragdo plasmatica maxima em 1,2 hora. A sibutramina e seus metabdlitos sdo
amplamente distribuidos nos tecidos, altamente ligados a proteinas plasmaticas e eliminados,
principalmente, pelas vias hepdatica e renal. Os seus metabolitos atingem concentracao
plasmatica maxima em cerca de 3 horas, alcangcando o estado de equilibrio dentro de 4 dias. A
ligagdo as proteinas plasmaticas ¢ de 97% para a sibutramina e 94% para os seus metabolitos
(M; e M;). A meia-vida da sibutramina ¢ de 1,1 hora e dos metabodlitos M; e My de 14 e 16
horas, respectivamente. O metabolismo hepatico ¢ a principal via de eliminagdo da
sibutramina e de seus metabolitos. Outros metabodlitos (inativos) sdo excretados,
principalmente, através da urina, com uma propor¢do na urina: fezes de 10:1. 77% dos

metabolitos sdo excretados, principalmente, pela urina (BUCKETT et al., 1988).



2.3 Mecanismo de acao

A sibutramina age como um inibidor de recaptacdo através de duas vias de
neurotransmissores inibindo a recaptacdo da serotonina (5-HT) e da noradrenalina (NA). Nao
causa libera¢do de neurotransmissores em doses farmacoldgicas usuais. Estudos demonstram
que o mecanismo de ac¢do por inibicdo da recaptacdo por duas vias resulta na diminui¢do do
peso corporal, diminuindo a ingestdo de alimentos mediante a intensificagdo da saciedade
pos-prandial e por reduzir a fome. Adicionalmente, previne o declinio do gasto energético que
segue a perda de peso (HALFORD et al., 1994; STRICKER et al., 1996). Age primariamente
em duas vias neurotransmissoras (inibi¢do da recaptacdo de 5-HT e de NA) para reduzir a
ingestdo de alimentos. A sibutramina deve ser administrada simultaneamente com exercicios
fisicos e alimentacdo adequada, e somente quando dietas e atividades fisicas ndo produzirem
os resultados desejados (STOCK et al., 1997; HANSEN et al., 1999).

A noradrenalina ¢ um hormoénio liberado pela supra-renal e serve também como
precursor da adrenalina, tendo como principais efeitos: elevacdo do metabolismo, aumento da
freqiiéncia cardiaca e da pressao arterial. Ao evitar a recaptagdo da noradrenalina na fenda
sindptica a sibutramina potencializa os efeitos deste hormonio, aumentando o gasto energético
(STOCK et al.,1997; HANSEN et al., 1999).

A serotonina ¢ um neurotransmissor produzido no cérebro a partir do aminoacido
triptofano, atuando como vasoconstritor, estimulador da musculatura lisa (presente nos
orgaos), regulador do sono, do apetite e do humor. Ao inibir a recaptacdo da serotonina,
aumenta-se sua concentracdo, diminuindo a ansiedade e aumentando a saciedade. Portanto, a
sibutramina atua através de dois mecanismos: aumento do gasto energético e diminuicdo de

apetite (CHAPELOT et al., 2000).

2.4 Reacoes adversas e interacoes

Os efeitos adversos mais freqiientes da sibutramina encontrados em estudos clinicos
ocorrem no inicio do tratamento (durante as quatro semanas). Sua gravidade e freqiiéncia
diminuem no decorrer do tempo. Os efeitos adversos, em geral, ndo sdo graves ¢ ndo levam a
descontinuagdo do tratamento, sendo reversiveis. Os efeitos adversos mais comuns
encontrados nos estudos foram: secura na boca, pressao alta, fadiga, constipacdo, taquicardia,

anorexia, dores de cabega e insonia (RICHTER WO, 1999; FANGHANEL et al., 2000).



A sibutramina em geral ndao deve ser administrada com outros agentes
serotoninérgicos. Deve-se ter cautela ao se prescrever a sibutramina em pacientes que utilizam
medicamentos que podem aumentar a pressdo arterial e ou a freqiiéncia cardiaca, como
descongestionantes e antitussigenos, que contém substincias como a efedrina ou
pseudoefedrina (ABBOTT LABORATORIES, 2006; FANGHANEL et al., 2000).

A administragdo concomitante de uma dose de etanol (0,5 ml/Kg) com 20 mg de
sibutramina ndo resultou em interacdes psicomotoras clinicamente significativas, porém, o
uso concomitante de excesso de dlcool com a sibutramina ndo ¢ recomendado. A supressdo da
ovulagdo pelos contraceptivos orais ndao foi inibida pela sibutramina (ABBOTT

LABORATORIES, 2006).

2.5 Indicacgoes

A sibutramina ¢ indicada para redu¢do do peso e no tratamento da obesidade devendo
ser usada em conjunto com dieta e exercicios, como parte de um programa de controle de
peso, desde que a orientacao alimentar e a atividade fisica ndo sejam suficientes para atingir o

objetivo clinico (STOCK et al.,1997; HANSEN et al., 1999).

2.6 Métodos de determinagao

Na literatura cientifica foram encontrados artigos que relatam métodos analiticos
aplicados a sibutramina. Todavia, ndo foi encontrado método de anélise para a sibutramina na
forma de cépsulas.

CHEN et al (2002) e DING et al (2003) desenvolveram método para determinagdo de
metabolito ativo de sibutramina em plasma humano, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometro de massas.

RADHAKRISHNA et al (2000) desenvolveram método para determinagao
quantitativa e pureza da sibutramina por cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como

método para separacao de seus enantiomeros por cromatografia quiral.



SEGALL et al (2003) desenvolveram método para a determinagdo de cloridrato de
sibutramina na presenga de produtos de degradacdo induzidos oxidativamente, por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.7 Descri¢ao (THE MERCK INDEX, 2003)

e Nome quimico: cloridrato de (%) ciclobutanometanamina, 1-(4-clorofenil)-N,N-dimetil-a-
(2-metilpropila), monoidratado;

e Formula molecular: C;7H,yCLNO.

e Peso molecular: 334,33;

¢ Composicao elementar: C 61,07%, H 8,74%, C1 21,21%, N 4,19%, O 4,79%;

e Ponto de fusao: 193,0°C -195,5°C;

e Solubilidade: 2,9 mg/ml em agua a pH 5,2.



3. CAPITULO I - CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA
QUIMICA DE REFERENCIA (SQR)

3.1 Introducao

A pureza das substancias de referéncia ¢ de fundamental importancia para a validagao
dos métodos analiticos. Segundo o FDA (1997), existem duas categorias de SQR: as
compendiais, que sdo obtidos de fontes como USP 29 (2006) e ndo necessitam de
caracterizagdo posterior ¢ as ndo compendiais, que sdo aquelas com elevado teor de pureza,
mas que devem ser, cuidadosamente, caracterizadas para garantir sua identidade, poténcia e
pureza (SWARTZ & KRULL, 1998).

A sibutramina, disponivel na forma de cloridrato monoidratado de sibutramina, ndo
possui monografia para analise de sua matéria-prima nos cédigos oficiais. Em virtude da SQR
do farmaco em estudo ser classificada como ndo compendial, realizou-se sua caracterizagao e
identificacdo utilizando diferentes metodologias analiticas, como determinagdo da faixa de
fusdo, métodos espectroscopicos (RMN 'H e RMN "°C), espectrofotométricos (ultravioleta e

infravermelho) e cromatograficos (cromatografia liquida).

3.2 Substancia quimica de referéncia (SQR)

Utilizou-se como SQR matéria-prima proveniente da Opcdo Fénix Distribuidora de
Insumos Ltda (Sao Paulo/SP, Brasil). O teor declarado (99,92%), lote (050614) e validade (06
de agosto de 2008) encontram-se especificados no certificado de analise numero 05/02234

enviado pelo fornecedor.
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3.3 Identificacdo da SQR

3.3.1 Determinacio da faixa de fusio

A faixa de fusdo da sibutramina SQR foi determinada através de aparelho digital
modelo MQAPF-301 Microquimica, em triplicata, através do método do bloco metalico

aquecido.

A Tabela 1 apresenta os valores das determinagdes da faixa de fusao de SQR.

Tabela 1- Valores obtidos na determina¢do da faixa de fusdo da sibutramina SQR.

Amostra Faixa de fusao
1 193,3-195,4°C

2 193,2-195,4°C

3 193,3-195,4°C
Média 193, 26 -195,4 °C

Os valores obtidos encontram-se em acordo com a faixa de fusdo de 193,0 — 195,5°C

estabelecido pelo THE MERCK INDEX.

3.3.2 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de "H (RMN 'H)

O espectro de RMN 'H da sibutramina SQR foi obtido em espectrofotdmetro
BRUKER modelo DPX 400, registrado a 400 MHz, usando metanol deuterado como solvente
estando apresentado na Figura 3.

As atribuigdes dos hidrogénios da sibutramina SQR ndo foram encontradas na
literatura consultada. As mesmas foram descritas baseadas nos deslocamentos quimicos

encontrados na literatura pertinente (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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Figura 3 - Espectro de RMN 'H da sibutramina SQR (400 MHz, CD;0D).

Uma analise detalhada do espectro de RMN 'H (Figura 3) permitiu identificar todos os
hidrogénios pertencentes a estrutura da sibutramina (Figura 1). A presenca do anel aromaético
1,4-di-substituido, na estrutura, foi confirmada através dos sinais em 6 7,44 - 7,52 ppm. O
grupo —N(CH3), foi atribuido pelos sinais, na forma de singletos, em o 2,92 e 2,23 ppm. A
presenga do hidrogénio metinico —CH-N(CH3), ¢ verificada pelo sinal em o 3,8 ppm na
forma de um duplo dubleto. Os sinais em 6 2,46 - 2,71 e 1,76 - 1,89 ppm podem ser atribuidos
aos hidrogénios metilénicos (-CH;-) do ciclobutano e metinicos (-CH-) desta estrutura. O
sinal em & 1,99 ppm, na forma de multipleto, bem como, os sinais em 5 1,44 ¢ 1,58 ppm, na
forma de multipletos, ¢ os dois dubletos observados entre & 1,05 -1,09 ppm, com uma
constante de acoplamento de J 6,5 Hz, correspondem ao hidrogénio metinico e aos
hidrogénios metilénicos e metilicos, respectivamente, do grupo isobutil -CH,CH(CHj3), desta

estrutura.
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3.3.3 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de °C (RMN “C)

O espectro de RMN °C da sibutramina SQR foi obtido em espectrofotdmetro Bruker
modelo DPX 100, registrado a 100 MHz, usando metanol deuterado como solvente. O mesmo
encontra-se na Figura 4.

As atribuigdes dos carbonos da sibutramina SQR nao foram encontradas na literatura
consultada. As mesmas foram descritas baseadas nos deslocamentos quimicos encontrados na

literatura pertinente (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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Figura 4 - Espectro de RMN "C da sibutramina SQR (100 MHz, CD;0D).

O espectro de RMN de "°C totalmente desacoplado (Figura 4), que reduz singletos
todos os multipletos resultantes do acoplamento *C-"H, apresentou quinze sinais, distribuidos
numa regido espectral entre & 16,7 - 141,2 ppm. Desses sinais, dois (6 129,8 ¢ 131,2 ppm)
indicam a presenga de dois ntcleos de carbonos, através de suas intensidades, perfazendo, em

conseqiiéncia, um total de dezessete atomos de carbono, que correspondem ao nimero
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observado na estrutura da sibutramina (Figura 1) Os sinais em 6 129,8 - 141,2 ppm
correspondem aos carbonos do anel aromatico, enquanto que o sinal em & 73,3 ppm pertence
ao carbono metinico (-CH-N(CHs;),) ligado ao grupo —N(CHj),. O restante dos sinais
presentes neste espectro (6 16,7 — 50,7 ppm) correspondem aos carbonos metinicos (-CH-),

metilénicos (-CH,-) e metilicos (-CH3) desta estrutura.

3.3.4 Espectrofotometria na regiao do infravermelho

O espectro de absor¢ao na regido do infravermelho foi obtido em espectrofotometro
FOURIER, marca PERKIN, utilizando pastilhas contendo sibutramina SQR e brometo de
potassio. Para a obten¢do da mesma, misturou-se 1,5 mg da SQR com 150 mg de brometo de
potassio, previamente dessecado a 105 °C. A Figura 5 apresenta o espectro na regido do
infravermelho da sibutramina SQR onde verificam-se as seguintes bandas principais (cm™):

3274, 2963, 2700, 1651, 1492, 1407, 1244, 1181, 1091, 1010.
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Figura 5 - Espectro na regido do infravermelho da sibutramina SQR.

As atribui¢des das bandas caracteristicas ndo foram encontradas na literatura
consultada. As mesmas foram descritas baseadas na literatura pertinente (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000). Em 3274 cm™ podemos observar uma banda de fraca intensidade e em
1651 cm' uma banda de intensidade média que podem ser referentes ao anel aromatico. Em
2963, 1492 e 1407 cm™ podemos observar bandas de intensidade média que podem ser
atribuidas as ligagdes C-C de alcanos. Na regido de 2700 cm™ podemos observar uma banda
de intensidade média, que pode ser referente ao sal terciario presente na estrutura da
sibutramina. Em 1244 cm™ podemos observar uma banda de intensidade fraca, que pode ser
atribuido a amina terciaria. A presenca do atomo de halogénio poderia ser atribuida na banda
presente na regido de 1181 cm™ que poderia referir-se ao grupamento aril-Cl. Podemos tentar
atribuir o grau de substituigdo do sistema aromatico através da analise das bandas de
intensidade média observadas em 1091 ¢ 1010 cm™ que seriam referentes a um sistema

aromatico di-substituido nas posi¢des 1,4.
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3.3.5 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (UV)

Foi tragado espectro de absor¢do molecular na regido de 200-400 nm, da solugdo de
sibutramina SQR, na concentragdo de 10 ug/ml em espectrofotdmetro UV/VIS, Shimadzu.
No espectro de absor¢do molecular da sibutramina SQR, apresentado na Figura 6,

observa-se somente um maximo de absor¢do no comprimento de onda de 223 nm.

1063 - r 1
1,000 -
I 223
= 0500 —
0,048 ! 1 1
200,00 250,00 200,00 350,00 400,00

[ilig

Figura 6 — Espectro de absor¢do molecular na regido de 200 - 400 nm da solug@o de sibutramina SQR em
metanol (primeira diluigdo) e agua (segunda dilui¢@o), na concentragdo de 10 ug/ml.

3.3.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizaram método validado de
acordo com o item 4.6.1 do Capitulo II, sendo realizadas em equipamento, Shimadzu SLC-10
Avp. O cromatograma da solu¢do de sibutramina SQR, na concentracdo de 30 pg/ml, estd

apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Cromatograma obtido com a solucdo de sibutramina SQR, na concentragdo de 30 pg/ml. Condi¢des
cromatograficas: coluna Luna Phenomenex® RP;3z (250 mm x 4 mm, 5 pm); fase movel:
metanol:agua:trietilamina (80:20:0,5) pH 5,65 ajustado com acido fosforico; vazdo: 1 ml/ min; volume injetado:

20 ul.

3.4 Determinacio de agua

Para determinar a umidade contida na sibutramina SQR foi utilizado o método de Karl-
Fischer, empregando titulador automatico, conforme preconiza a Farmacopéia Brasileira IV
ed. (1988). Foram pesados, exatamente, cerca de 200 mg do contetido da matéria-prima. Para

determinar a porcentagem de umidade contida nos produtos utilizou-se o seguinte céalculo:

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

Onde:

FC = fator de correcdo do reagente de Karl-Fisher

A Tabela 2 apresenta os valores encontrados na andlise da determinagdo da

porcentagem de agua, em triplicata, da sibutramina SQR por Karl-Fischer.
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Tabela 2 - Valores obtidos na determinacdo de agua presente na sibutramina SQR pelo
método de Karl-Fisher.

Amostra Quantidade pesada Umidade (%)
1 0,200 5,41
2 0,200 5,41
3 0,199 5,40
Média 5,406

Os resultados obtidos demonstram que a sibutramina SQR apresentou um percentual
inferior a 6% de umidade. Nao existe, no entanto, especificagdo farmacopéica para o limite de

umidade da sibutramina em matéria-prima.

3.5 Conclusoes

Tendo em vista os resultados das andlises qualitativas da sibutramina utilizada como
referéncia e a correspondéncia do teor declarado pelo fornecedor desta, quando analisado
contra padrdo fornecido pelo laboratério fabricante da especialidade farmacéutica, se

empregou esta substancia nas analises quantitativas.
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4. CAPITULO II - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOLOGIA DE ANALISE QUANTITATIVA PARA
CAPSULAS

4.1 Introducao

A credibilidade nos procedimentos aplicados no controle de qualidade de
medicamentos € um fator essencial na industria farmacéutica, para isto ¢ necessario que o
método analitico empregado seja validado, assegurando, assim, a confiabilidade dos
resultados obtidos (GOMES, 2003).

A escolha de um método analitico depende de varios fatores, tais como: natureza do
farmaco, complexidade, pureza e quantidade de amostra, bem como, do proposito do
método, ou seja, qualitativo, semiquantitativo ou quantitativo. Devem, também, ser
consideradas as disponibilidades econdmicas, de equipamentos e reagentes (AVENDANO,
1993; MEHTA, 1997).

As Diretrizes sobre a validagdo de procedimentos analiticos encontram-se
disponiveis no ICH, 1996, USP 29, 2006 e em outras publica¢des, como a Resolucao RE n°
899 (BRASIL, 2003) as quais indicam que os principais parametros a serem avaliados na

validacao de um método devem ser:

o Especificidade ou sensitividade

Representa a capacidade do método de avaliar de forma inequivoca a substincia em
exame na presenga de componentes, como excipientes, impurezas ou produtos de degradacao,

que possam interferir na determinacdo de uma mistura complexa.
o Linearidade

Corresponde a capacidade do método de fornecer resultados proporcionais a
concentragdo da substancia em estudo, dentro de uma faixa de variagdo conhecida. Os
resultados devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados, como, por exemplo, o

calculo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. A curva padrao obtida deve
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demonstrar o coeficiente de correlacdo linear e o intercepto da reta, sendo estabelecida pela

analise de, no minimo, cinco concentrag¢des diferentes.

o Limites de deteccdo (LD) e quantificacao (LQ)

O LD representa a menor concentragdo do firmaco que o processo analitico pode
diferenciar, mas ndo quantificar com precisao sob condigdes experimentais ¢ o LQ representa
a menor concentragdo da substdncia em andlise avaliada pelo método, com exatidao e

precisdo aceitaveis.

e Precisao

Corresponde ao grau de concordancia entre os resultados de andlises individuais
quando o método ¢ aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogénea, em idénticas
condicdes de testes.

A precisdo pode ser avaliada pelo grau de repetibilidade, precisdo intermediaria ou
reprodutibilidade. A repetibilidade (ICH, 1996) ¢ determinada através de vérias analises, nas
mesmas condi¢des, em um curto intervalo de tempo. Essa determinacdo deve ser feita a partir
de um minimo de nove determinagdes, contemplando o limite de variagao do método, ou seja,
trés concentragdes (baixa, média, alta), com trés réplicas cada, ou a partir de no minimo de
seis determinagdes a 100% da concentragdo teste. A precisdo intermedidria expressa o efeito
de variagoes intralaboratoriais devido a eventos diferentes como diferentes dias, analistas ou
equipamentos. A reprodutibilidade refere-se ao uso do procedimento analitico em diferentes
laboratdrios, como parte de um estudo colaborativo.

E expressa normalmente através do coeficiente de variagdo percentual (CV%) ou

desvio padrao relativo (DPR), e pode ser avaliada através de testes estatisticos como o teste F.

o Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados € um
valor aceito como referéncia. Pode ser expressa como o percentual de resposta obtido através
do ensaio de uma quantidade conhecida da substincia em exame incorporada em um meio de

composicao definida. Este parametro deve ser analisado apds o estabelecimento da
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linearidade e da especificidade, podendo ser calculada como a porcentagem de recuperacao da

quantidade conhecida da substancia quimica de referéncia adicionada a amostra.

e Robustez

Corresponde a capacidade de um método ndo ser afetado por uma pequena e
deliberada modificagdo em seus parametros, como por exemplo: propor¢cdo ¢ pH da fase
movel, temperatura, comprimento de onda, estabilidade da solugdo analitica, tempo de
extragdo, entre outras.

A literatura indica que ndo existe necessidade de avaliar todos os parametros de
performance analitica. O tipo de método e seu respectivo uso determinam quais pardmetros
devem ser investigados. Para os ensaios de determinacdo quantitativa a especificidade, a
precisdo, a exatiddo e a linearidade devem ser consideradas (ICH, 1996; USP, 2006; KRULL
& SWATZ, 1998).

No presente capitulo serdo descritos os métodos por espectrofotometria na regido do
ultravioleta (UV) e cromatografia liquida (CLAE), os quais foram validados para
determinagdo quantitativa da sibutramina em capsulas. A comparag¢do dos métodos propostos

estd, igualmente, apresentada neste capitulo através de andlise estatistica.

4.2 Produtos farmacéuticos

e Medicamento referéncia (Produto A): Reductil ® (Abbott) capsulas contendo 15 mg de
cloridrato de sibutramina monoidratado.

Excipientes: celulose microcristalina; didxido de silicio; estearato de magnésio e lactose.

e Medicamento similar (Produto B): Plenty ® (Medley) capsulas contendo 15 mg de
cloridrato de sibutramina monoidratado.

Excipientes: celulose microcristalina; dioxido de silicio; estearato de magnésio e lactose.

e  Medicamento genérico (Produto C): cloridrato de sibutramina monoidratado ® (Medley)
capsulas contendo 15 mg de cloridrato de sibutramina monoidratado.

Excipientes: celulose microcristalina; didxido de silicio; estearato de magnésio e lactose.
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4.3 Solventes e reagentes

o Agua destilada purificada;

o Agua purificada Milli-Q;

° Acido fosforico PA, Merck;

° Gas Hélio, White Martins;

° Metanol grau cromatografico, Merck;

° Metanol PA, Merck;

° Solugao tampao pH 4,0, Merck;
o Solugdo tampao pH 7,0, Merck;
° Trietilamina, Merck;

° Acido cloridrico PA, Merck.

4.4 Equipamentos e acessorios

° Balanca analitica, Bosch, modelo SAE 200;

° Banho ultra-sénico, Unique, USC 1400;

° Bomba de vacuo, Prismatec;

. Coluna cromatografica, Luna Phenomenex RP-18 (250 mm x 4,0, 5 um);

o Cromatdgrafo liquido Shimadzu SLC-10 ADvp equipado com bomba modelo LC-
10AD, detector com comprimento de onda variavel UV/VIS modelo SPD-10 ADvp,
controlador SCL-10 ADvp, integrador automatico computadorizado através de
programa Class VP® software e injetor automatico Rheodyne com “loop” de 20 ul
(Shimadzu; Kyoto, Japan);

. Cubetas de quartzo 10 mm, Hellma 100 QS;

° Espectrofotometro UV-1650 PL/VIS, Shimadzu;

° Filtro de celulose regenerada 13 mm x 0,45 pum, Sartorius;

° Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 pm, Millipore;
o Papel filtro quantitativo faixa preta, Framex;

o Pipetador, Tranferpette Brand;

. Potenciometro digital Schott Field LAB pH;

° Sistema de filtragdo, Millipore;
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° Aparelho de desintegragdo, PHARMA TEST, modelo PTZ;

o Aparelho de dissolugdo, PHARMA TEST, modelo PTWS-3E
o Camara ultravioleta 254nm, Gardener Byko-spectra;

° Mesa agitadora, TECNAL, modelo TE 140;

° Centrifuga, CENTRIBIO, modelo TDL80-2B.

4.5 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (UV)

Na analise da sibutramina, através do método espectrofotométrico na regido do
ultravioleta, empregou-se como diluente metanol (primeira diluicdo) e agua (segunda
diluicao) e deteccdo em 223 nm. Para validagdo do método utilizou-se, inicialmente, o

Produto A, com posterior aplicagdo aos demais.

4.5.1 Validacao do método analitico

Parametros como especificidade, linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de
quantifica¢do (LQ), precisdo (repetibilidade e precisdo intermedidria), exatiddo e robustez

foram utilizados para a valida¢ao do método.

4.5.1.1 Especificidade

Avaliou-se a possivel interferéncia dos excipientes na determinacdo da sibutramina.
As solugdes foram comparadas quanto ao perfil dos espectros obtidos.

Pesou-se, exatamente, 20 mg de sibutramina SQR, transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com metanol. Transferiu-se uma aliquota de
5 ml desta solugdo para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com agua a
fim de se obter solucdo de 10 pg/ml.

Paralelamente, foi preparada solu¢do simulada da amostra contendo os excipientes (ASE)
presentes nas capsulas. Utilizou-se diluicdo equivalente a solu¢do de sibutramina SQR, em

conformidade com o peso médio das céapsulas.
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A composi¢do expressa em porcentagem da amostra simulada dos excipientes foi
determinada de acordo com as especificacdes percentuais médias descritas para cada
excipiente (KIBBE, 2000).

Os excipientes foram transferidos para baldo volumétrico de 100 ml, solubilizando-os
com auxilio de 50 ml de metanol. Apds agitagdo mecanica por 30 minutos e banho ultra-
sonico por mais 20 minutos, completaram-se os volumes com o mesmo solvente.
Centrifugou-se uma por¢ao da solucdo resultante por 2 minutos a 3300 rpm. Transferiram-se
aliquotas de 5 ml da solu¢@o sobrenadante para baldes volumétricos de 100 ml, completando-
se 0 volume com agua, a fim de se obter solugdes de 10 pg/ml.

Os espectros de absor¢do foram comparados, verificando a possivel interferéncia dos

excipientes na determinagao do teor de sibutramina.

4.5.1.2 Preparo da Curva de Ringbom

Com a finalidade de determinar a faixa ideal de concentragdo, na qual o método
espectrofotométrico na regido do ultravioleta apresenta linearidade, foi construida curva de
Ringbom, utilizando metanol (primeira dilui¢do) e agua (segunda dilui¢do) como diluentes. A
partir de uma solugdo metandlica de 100 pg/ml da SQR transferiram-se, com auxilio de
bureta, aliquotas, variando entre 1 a 30 ml, para baldoes volumétrico de 100 ml. Completaram-
se os volumes com agua, obtendo-se solu¢cdes com concentragdes variaveis entre 1 a 30
png/ml. As leituras das absorvancias foram realizadas em 223 nm, utilizando-se cubetas de 1
cm de caminho Optico e o respectivo diluente como branco. A partir dos resultados construiu-
se a curva de Ringbom plotando-se os valores de 100% - %T versus concentracdo em escala

logaritmica.

4.5.1.3 Linearidade: Curva de calibracao

A partir da solu¢do metanolica de sibutramina SQR de 100 pg/ml transferiram-se, com
auxilio de bureta, aliquotas de 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0 e 16,0 ml para baldes volumétricos de
100 ml. Completaram-se os volumes, com dgua, obtendo-se solugdes com concentragdes de 6,
8,10, 12, 14 e 16 pg/ml. As leituras foram efetuadas em 223 nm utilizando o mesmo diluente
como branco. As curvas foram preparadas em trés dias diferentes. Com os valores das

absorvancias (eixo das ordenadas), em fun¢do da concentracdo da sibutramina (eixo das
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abscissas), foram calculados os coeficientes de correlagdo e a equacao da reta de calibragao.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica de variancia (ANOVA).

4.5.1.4 Limites de detec¢ao (LD) e quantificacao (LQ)

Os LD e LQ foram determinados a partir dos dados da curva de calibragio, utilizando

a seguinte equacao (ICH, 1996):

LD=33¢ LQ=100c
IC IC

Onde:
o: Desvio padrao médio do intercepto;

IC: Inclinagao da curva de calibragao.

4.5.1.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através dos coeficientes de variacdo percentual
obtidos durante a determinagdo da sibutramina em céapsulas nos testes de repetibilidade

(intradia, n = 6) e precisdo intermedidria ( interdias, n = 2) realizados.

o Preparo das amostras

Determinou-se o peso do conteudo de 20 céapsulas, conforme Farmacopéia Brasileira
IV Edicao (1988). Misturaram-se os conteudos das céapsulas. Foram transferidos, desta
mistura, o equivalente a 20 mg de sibutramina, para baldes volumétricos de 100 ml,
solubilizando-se com auxilio de 50 ml de metanol. Apos agitacdo por 30 minutos e banho
ultra-sonico por mais 20 minutos, completaram-se os volumes com o mesmo solvente.
Centrifugou-se uma por¢ao da solucao resultante por 2 minutos a 3300 rpm. Transferiram-se
aliquotas de 5 ml da solucdo sobrenadante para baldes volumétricos de 100 ml, completando-
se o volume com 4gua, a fim de se obter solugdes de 10 pg/ml. Em paralelo, preparou-se

solucao de sibutramina SQR na mesma concentragao.
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o Preparo da SQR
Pesou-se, exatamente, 20 mg de sibutramina SQR, transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com metanol. Transferiu-se uma aliquota de

5 ml desta solugdo para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com agua a

fim de se obter soluc¢ao de 10 pg/ml.

° Calculos

A concentragdo de sibutramina nas capsulas foi determinada pela seguinte equacao:

C=(Aa . Csqr) / Asor

Onde:

Aa:  Absorvancia da solucao de sibutramina nas amostras;
Csor: Concentragao da SQR;

Asqr: Absorvancia média da SQR.

A porcentagem de sibutramina nas amostras comerciais foi calculada pela seguinte

equacao:

C% = (Ca . P)/ Cr

Onde:
Ca : Concentragdo percentual das amostras;
P: Pureza da SQR;

Cr: Concentracao tedrica da solugdo de sibutramina amostra.
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4.5.1.6 Exatidao: Teste de Recuperacao

Para a elaboragdo do teste de recuperagdo foram preparadas solugdes de sibutramina
SQR e de sibutramina capsulas, diluidas em metanol, ambas na concentragcao de 100 pg/ml,
conforme descrito no item 4.5.1.5 Preparo das amostras.

Transferiram-se aliquotas de 5,0 ml da solugdo centrifugada das amostras para baldes
volumétricos de 100 ml, denominados A, R;, Ry, R3 e R4. Adicionaram-se aliquotas de 2,5,
5,0, 7,5 e 10,0 ml da solugdo de SQR aos baldes R;, Ry, R3 e Ry, respectivamente e
completou-se o volume com agua. Simultaneamente, foi transferida aliquota de 5,0 ml da

solucao de SQR para balao volumétrico de 100 ml denominado SQR conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Preparo das solu¢des para o teste de recuperagdo da sibutramina, utilizando
espectrofotometria na regido do ultravioleta.

~ L. Volume (ml) da Volume (ml) da ~
Balao volumétrico ~ ~ Concentracio
de 100 ml solucdo amostra solucio SQR (ug/ml)
(100 pg/ml) (100 pg/ml)
A 5,0 - 5,0
R1 5,0 2,5 7,5
R2 5,0 5,0 10,0
R3 5,0 7,5 12,5
R4 5,0 10,0 15,0
SQR - 5,0 5,0
o Célculo para o teste de recuperagao

As porcentagens de recuperacdo da sibutramina SQR foram calculadas através da

seguinte equagao:

R% = [(CA - CNA)/ CP] .P

Onde:
Ca:  Concentragdo de sibutramina encontrada na amostra adicionada de SQR;
Cna: Concentragao de sibutramina encontrada na amostra nao adicionada de SQR;

Cp:  Concentragdo de sibutramina SQR (pg/ml) adicionada a amostra;

P:  Pureza da SQR.
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4.5.1.7 Robustez
A robustez do método foi avaliada através da analise da estabilidade da solucao de

sibutramina SQR, na concentracdo de 10 ng/ml, a 4°C e a temperatura ambiente. Apds os
tempos de 0 e 24 horas, leituras foram realizadas em 223 nm, utilizando o mesmo diluente

como branco.

4.5.2 Resultados

A Figura 8 apresenta os espectros obtidos no estudo da interferéncia dos excipientes

no método proposto.
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Figura 8 — Espectros de absor¢do molecular na regido do ultravioleta das solu¢des de sibutramina SQR (1) e

amostras simuladas de excipientes das capsulas (2), na concentragdo de 10 pg/ml.

A Figura 9 representa a curva de Ringbom, obtida apds conversao dos valores de

transmitancia encontrados para um intervalo de concentracao de 1,0 a 30,0 pg/ml.
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Figura 9 - Representagio grafica da curva de Ringbom da sibutramina SQR obtida pelo método

espectrofotométrico na regido do ultravioleta.

Na Tabela 4 encontram-se as absorvancias médias correspondentes a sibutramina,

obtidas na curva de calibragdo, referentes a cada diluicdo da SQR. O coeficiciente de variagdo

percentual médio obtido das médias das concentragdes usadas na curva de calibragdo foi 0,66

porcento.

Tabela 4 - Absorvancias da sibutramina SQR obtidas para elaboragdo da curva de calibragao

por espectrofotometria na regido do ultravioleta.

Concentracio Absorvancias

(ng/mL) 1° dia 2° dia 3° dia Médiatep.m CV%
6,0 0,240 0,245 0,241 0,242 £ 0,0015 1,09
8,0 0,315 0,313 0,317 0,315+ 0,0011 0,63
10,0 0,384 0,387 0,386 0,386 + 0,0009 0,39
12,0 0,458 0,458 0,458 0,458 + 0,0000 0,00
14,0 0,522 0,529 0,532 0,528 + 0,0030 0,97
16,0 0,600 0,598 0,608 0,602 + 0,0031 0,88

e.p.m = erro padrao da média
CV% = coeficiente de variagdo percentual

A representacdo da curva de calibracdo e da equagdo da reta obtida por regressao

linear pelo método dos minimos quadrados, encontra-se na Figura 10.
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Figura 10 - Representacdo grafica da curva de calibracdo e da equagdo da reta da sibutramina SQR obtida pelo

método espectrofotométrico na regido do ultravioleta.

As Tabelas 5 e 6 apresentam os valores dos tratamentos estatisticos sobre os valores
experimentais obtidos para a curva de calibragdo através de andlise de variadncia. Os valores
referentes a analise dos limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ), calculados através das

equagdes descritas no item 4.5.1.6, encontram-se na Tabela 6.

Tabela 5 - Analise de variancia (ANOVA) das absorvancias obtidas para elaboragdo da curva
de calibrac¢do da sibutramina SQR, por espectrofotometria na regido do ultravioleta.

Soma dos
Fontes de variaciao gl Variancia F.C F.T
Quadrados

Entre concentragoes 5 0,27009 0,054018 4789,78* 3,11
-regressao linear 1 0,27008 0,27008 23947,63* 4,75
-desvio da linearidade 4 0,00001 0,000004 0,32" 3,26
Residuo 12 0,00014 0,000011
Total 17 0,27023

* Significativo para p < 0,05.

** Nao significativo para p > 0,05.
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Tabela 6 - Resultado da curva de calibracao obtida pelo método dos minimos quadrados, por
espectrofotometria na regido do ultravioleta.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 6— 16 pg/ml
Equagdo: y=bx + a y =0,0359x + 0,0272
Inclinagdo (b) + desvio padrao 0,0359 + 0,00055
Intercepto (a) + desvio padrao 0,0272 +0,00438
Coeficiente de correlagdo (1%) 0,9999
Limite de detec¢do (LD) 0,40 pg/ml
Limite de quantificagdo (LQ) 1,22 pg/ml

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos das capsulas de sibutramina,
referentes a precisdo do método, assim como os valores dos tratamentos estatisticos por

analise de varidncia (ANOVA) interdias, encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7 - Valores experimentais referentes a determinacdo de sibutramina e analise de
variancia (ANOVA) da precisdo interdias, obtido por espectrofotometria na regido do
ultravioleta.

Capsulas (%)

Amostras 1° dia 2° dia

1 98,57 101,71

2 99,96 100,88

3 99,12 99,20

4 100,52 -

5 101,07 }

6 99,68 )
Média 99,82 100,60
e.p.m 0,37 0,74
CV% 0,91 1,27

ANOVA F calculado
Interdias 1,14

e.p.m = erro padrao da média.
CV % = coeficiente de varia¢do percentual.
F calculado para p > 0,05 (5,59).

Na Tabela 8 encontram-se os resultados obtidos nos testes de exatidao por recuperacao

da SQR das capsulas de sibutramina, obtidos por espectrofotometria na regiao do ultravioleta.

Tabela 8 - Resultados experimentais referentes ao teste de recuperagdo para as capsulas de
sibutramina, por espectrofotometria na regido do ultravioleta.

SQR (ng/ml) SQR (ng/ml)
* o a

Amostra Adicionada Recuperada 7o Recuperagio

2,5 2,46 98,46

5,0 4,98 99,55
Capsulas

7,5 7,48 99,70

10,0 10,08 100,84

*
cada valor corresponde a média de trés determinagdes
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4.5.3 Discussao

A espectrofotometria na regido do ultravioleta, por ser um método facil, rapido e de
custo relativamente baixo, tem sido amplamente utilizada para a quantificacdo de farmacos
(CLURCZAK, 1998).

Muitos solventes estdo disponiveis para analise na regido do ultravioleta e a escolha
dos mesmos deve ser baseada na solubilidade da substincia a ser analisada. Para testar a
solubilidade da sibutramina, a literatura descreve a utilizagdo do metanol ¢ o THE INDEX
MERCK indica que a sibutramina ¢ soliivel em agua. Em decorréncia das solubilidades
indicadas, avaliou-se, experimentalmente, o emprego de ambos diluentes.

A especificidade do método foi avaliada através da pesquisa da possivel interferéncia
dos excipientes das capsulas na determinacao quantitativa da sibutramina. De acordo com os
espectros obtidos para a SQR e a respectiva amostra simulada das cépsulas (Figura 8),
constatou-se que o método foi especifico, demonstrando ndo haver interferéncia dos
excipientes no comprimento de onda de méxima absor¢do. Foi empregada a curva de
Ringbom para verificar o intervalo 6timo de concentragdao para qual o método pode ser
utilizado. Observou-se, através dessa, que houve linearidade na faixa de 6 a 16 pg/ml,
conforme apresentado na Figura 9.

Foram elaboradas trés curvas em diferentes dias, sendo calculadas as absorvancias
médias obtidas para tragar a curva padrdo, conforme Figura 10. Os resultados apresentaram
boa correlagdo linear entre as absorvancias obtidas e a concentracao da sibutramina SQR, nos
intervalos de 6,0 a 16,0 ng/ml. A equagdo da reta para o método foi y = 0,0359x + 0,0272,
com coeficiente de correlagdo de 0,9999. A Tabela 6 resume os pardmetros da curva padrio.
Os dados da linearidade foram validados pela anélise de variancia (ANOVA) que demonstrou
significativa regressao linear (p < 0,05) e nenhum desvio significativo da linearidade (p >
0,05). Os resultados comprovaram a validade do método em relagao a linearidade.

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da determinagdo
dos limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) da sibutramina (Tabela 6). Os valores
obtidos para o LD e LQ foram de 0,40 pug/ml e 1,22 pg/ml, indicando boa sensibilidade do
método.

A precisao do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade (intradia) e
precisdo intermedidria (interdias). O valor experimental obtido para a determinagdo da

sibutramina na amostra, no mesmo dia e nas mesmas condi¢oes, foi 99,82%. Nas analises
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realizadas no segundo dia obteve-se 100,60% (Tabela 7). Os baixos valores de coeficiente de
correlacdo (< 2%) obtidos neste estudo caracterizam o método como preciso. A ANOVA
indicou que ndo houve diferenca significativa entre as andlises realizadas na avaliagdo da
precisdo interdias do método (Tabela 7).

A exatiddo do método proposto (Tabela 8) foi determinada através do teste de
recuperagao da sibutramina SQR. A porcentagem de recuperacdo média obtida foi de 99,64
%. Os resultados encontrados caracterizam o método como exato.

Na anélise dos resultados referentes a robustez do método, observou-se que a solucao
de sibutramina SQR submetida ao teste de estabilidade, na concentracdo de 10 pg/ml,
estocada a 4 °C e a temperatura ambiente ndo apresentou variacao significativa no valor da
leitura de sua absorvancia em relacdo ao valor original, apds 24 horas. Nao houve alteracdo no
maximo de absorvancia.

O método proposto mostrou-se adequado, apresentando simplicidade, linearidade,

precisao e exatidao.

4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As condigdes cromatograficas experimentais padronizadas encontram-se descritas na

Tabela 9.

Tabela 9 - Condi¢des experimentais utilizadas no método analitico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

Caracteristicas Descricao

Coluna Luna Phenomenex® RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5
pm)

Fase movel Metanol : Agua : Trietilamina (80:20:0,5)
pH 5,65 (ajustado com acido fosforico)

Comprimento de onda 223 nm

Temperatura 25°C

Vazao 1,0 ml/minuto

Volume de injeg@o 20 pl

Os componentes da fase médvel foram misturados e filtrados, sob vacuo, através de

membrana de nylon 0,45 um e 47 mm de didmetro, e desgazeificados com gés hélio durante
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10 minutos. A coluna foi previamente estabilizada, através da passagem da fase movel,
durante 30 minutos, na vazao de 1 ml/minuto. Apos estabilizacdo do sistema as solugdes da
SQR e das amostras foram filtradas em membrana de celulose regenerada com porosidade de

0,45 um, antes de serem injetadas no cromatografo liquido no volume de 20 pl.

4.6.1 Validacao do método analitico

A validagdo do método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizou
os seguintes parametros: especificidade, linearidade, LD e LQ (foram utilizados os mesmos
procedimentos descritos em 4.5.1.4), precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria),

exatidao e robustez.

4.6.1.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através de estudos de degradacdo forcada da
SQR sob condig¢des hidroliticas (4cida e alcalina), oxidativas (H,O, 30V) e fotoliticas (luz UV
254 nm).

. Preparo da SQR nas condi¢des normais (tempo zero)

Pesou-se, analiticamente, 20 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 100
ml. Completou-se o volume com metanol, obtendo-se solugdo na concentracao de 200 pg/mL.
Transferiu-se aliquota de 1,5 ml para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume

com o mesmo solvente, obtendo-se solugdo na concentragao de 30 pg/ml.

. Hidrolise acida e alcalina

Solugdes de sibutramina SQR, na concentra¢do de 1 mg/ml, preparadas em HCl 1M e
NaOH 1M, foram mantidas, sob temperatura de 80 °C, durante 4 horas. Apds este periodo,
transferiram-se aliquotas de 3 ml da solucdo para baldes volumétricos de 100 ml e efetuaram-

se as neutralizacdes das amostras com 3 ml de NaOH 1N e HCI 1N, respectivamente, para
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hidrélise 4acida e alcalina. Completaram-se os volumes com metanol para obtengdo de

solucdes com concentragdo de 30 pg/ml.

o Degradacao oxidativa

Preparou-se solucdo de sibutramina SQR na concentragao de 1 mg/ml, a temperatura
ambiente e protegida da luz, em perdxido de hidrogénio 30V. Apos o intervalo de 4 horas,
aliquotas de 3 ml foram retiradas para baldes volumétricos de 100 ml. Completaram-se os

volumes com metanol para obtencdo de solu¢do com concentragdo de 30 pg/ml.

. Degradagao fotolitica

Solu¢ao metanodlica de sibutramina SQR, na concentragdo de 1 mg/ml, foi transferida
para cubeta de quartzo e vidro. A solucao foi irradiada por luz UV 254 nm a uma distancia de
40 cm da lampada. Aliquota de 3 ml da solugdo foi transferida, apo6s o intervalo de 4 horas,
para baldao volumétrico de 100 ml. Completou-se o volume com o mesmo diluente para

obtencdo de solucdo de 30 pg/ml.

4.6.1.2 Linearidade: Curva de calibracao

A partir da solu¢do metanolica de sibutramina SQR de 100 pg/ml transferiram-se, com
auxilio de bureta, aliquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 ml para baldes volumétricos de 100
ml. Completaram-se os volumes, com metanol, obtendo-se solu¢des com concentragdes de 15,
20, 25, 30, 35 ¢ 40 pg/ml. As curvas foram preparadas em trés dias diferentes. Com os valores
das areas (eixo das ordenadas), em funcdo da concentracdo da sibutramina (eixo das
abscissas), foram calculados os coeficientes de correlacdo e a equagdo da reta de calibragao.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica de varidncia (ANOVA).

4.6.1.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através dos coeficientes de variagdo percentual
obtidos durante a determinacdo da sibutramina em capsulas nos testes de repetibilidade

(intradia, n = 6) e precisao intermediaria (interdias, n = 2) realizados.
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o Preparo das amostras

Determinou-se o peso do conteudo de 20 cépsulas, conforme Farmacopéia Brasileira
IV Edicao (1988). Misturaram-se os contetidos das capsulas. Foram transferidos, dessa
mistura, o equivalente a 20 mg de sibutramina, para baldes volumétricos de 100 ml,
solubilizando-se com auxilio de 50 ml de metanol. Apos agitacdo por 30 minutos e banho
ultra-sonico por mais 20 minutos, completaram-se os volumes com o mesmo solvente.
Centrifugou-se uma por¢ao da solucdo resultante por 2 minutos a 3300 rpm. Transferiram-se
aliquotas de 1,5 ml da solugdo sobrenadante para baldes volumétricos de 10 ml, completando-
se o volume com metanol, a fim de se obter solu¢des de 30 pg/ml. Em paralelo, preparou-se

solugdo de sibutramina SQR na mesma concentragao.
o Preparo da SQR

Pesou-se, exatamente, 20 mg de sibutramina SQR, transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com metanol. Transferiu-se uma aliquota de
1,5 ml desta solug@o para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com agua a
fim de se obter soluc¢ao de 30 pg/ml.

. Calculos

A concentragdo de sibutramina nas capsulas foi determinada pela seguinte equacao:

C= (AA . CSQR) / ASQR

Onde:
Ax:  Area absoluta da solucao de sibutramina nas amostras;
Csqr:  Concentragao da SQR;
Asqr: Area absoluta média da SQR.
A porcentagem de sibutramina nas amostras comerciais foi calculada pela seguinte

equacao:



Onde:

C% = (Ca . P)/ Cr

Ca : Concentragdo percentual das amostras;

P:  Pureza da SQR;

Cr: Concentragdo tedrica da solugdo de sibutramina amostra.

4.6.1.4 Exatidao: Teste de Recuperacio
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Para a elaboragao do teste de recuperacao foram preparadas solucdes de sibutramina

SQR e de sibutramina capsulas, diluidas em metanol, ambas na concentracao de 100 pg/ml,

conforme descrito no item 4.5.1.5 Preparo das amostras.

Transferiram-se aliquotas de 15,0 ml da solu¢do centrifugada das amostras para baldes

volumétricos de 100 ml, denominados A, R;, Ry, R3 ¢ R4. Adicionaram-se aliquotas de 7,5,

15,0, 22,5 e 30,0 ml da solugdo de SQR aos baldes R;, Ry, R3 e Ry, respectivamente e

completou-se o volume com metanol. Simultaneamente, foi transferida aliquota de 15,0 ml da

solugdo de SQR para baldo volumétrico de 100 ml denominado SQR conforme Tabela 10.

Tabela 10 - Preparo das solugdes para o teste de recuperagdo da sibutramina, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

~ . Volume (ml) da Volume (ml) da ~
Balio volumétrico ~ . Concentracao
de 100 ml solucdo amostra solucdo SQR (ng/ml)
(100 pg/ml) (100 pg/ml) He
A 15,0 - 15,0
R1 15,0 7,5 22,5
R2 15,0 15,0 30,0
R3 15,0 22,5 37,5
R4 15,0 30,0 45,0
SQR - 15,0 15,0
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o Célculo para o teste de recuperagdo

As porcentagens de recuperagdo da sibutramina SQR foram calculadas através da

seguinte equagao:

R% = [(CA - CNA)/ Cp] .P

Onde:
Ca:  Concentragdo de sibutramina encontrada na amostra adicionada de SQR;
Cna: Concentragao de sibutramina encontrada na amostra nao adicionada de SQR;

Cp:  Concentragdo de sibutramina SQR (pg/ml) adicionada a amostra;

P:  Pureza da SQR.

4.6.1.5 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de variagdes nas condigdes
cromatograficas estabelecidas, tais como: utilizacdo de colunas de diferentes fabricantes
(Merck e Luna Phenomenex) com as mesmas dimensdes e especificacdes, modificagdo na
temperatura de andlise ¢ mudanga no fluxo da fase mdvel. Para este teste foram preparadas
solugdes de sibutramina SQR e das capsulas, na concentracao de 30 pg/ml, conforme descrito

no item 4.6.1.3.

4.6.2 Resultados

A especificidade do método foi testada através dos estudos de degradacdo forcada da
SQR em meios acido, alcalino, oxidativo e fotolitica. Os cromatogramas das solucdes, na
concentragdo tedrica de 30,0 pg/ml, obtidos nos tempos iniciais (tempo zero) e apds o periodo
de degradagdo estao apresentados na Figura 11. O tempo inicial zero refere-se a aliquota da

amostra retida antes de ser submetida a condi¢do de degradagao.
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Figura 11 - Cromatogramas da degradagio forgada da sibutramina SQR (C = 30 pg/ml) em meio acido HCl 1M
tempo zero (A1) e 4 horas (A2), em meio alcalino NaOH 1M em tempo zero (B1) e 4 horas (B2), meio oxidativo
H,0, em tempo zero (Cl1) e 4 horas (C2) e fotdlise em tempo zero (D1) e 4 horas (D2).Condi¢des
cromatograficas: coluna Luna Phenomenex® RP;z (250 mm x 4 mm, 5 pm); fase movel:

metanol:agua:trietilamina (80:20:0,5) pH 5,65 ajustado com acido fosforico; vazdo: 1 ml/ min; volume injetado:
20 pl.

Na Figura 12 estdo apresentados os cromatogramas obtidos para a sibutramina SQR e

para as amostras de capsulas. Os tempos de retencdo das amostras foram semelhantes com

aquele obtido com a SQR.
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida das solugdes de sibutramina SQR (1) (TR=4,28) e
capsulas (2) (TR= 4,29), na concentragdo de 30 pg/ml. Condigdes cromatograficas: coluna Luna Phenomenex®
RPig (250 mm x 4 mm, 5 pm); fase moével: metanol:agua:trietilamina (80:20:0,5) pH 5,65 ajustado com acido

fosforico; vazdo: 1 ml/ min; volume injetado: 20 pl.

A Tabela 11 apresenta os valores experimentais obtidos na constru¢do da curva de

calibragdo da sibutramina. A representacdo da curva de calibrag¢do e a equagdo da reta, obtida

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

coeficiente de variagdo percentual médio das areas obtidas foi de 0,48%.
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Tabela 11 - Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibracdo da sibutramina

SQR, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Areas Absolutas

Concentragio Média+epm  CV%
(ng/ml) 1° dia 2° dia 3° dia
15,0 747159 747158 748093 747470 + 312 0,07
20,0 961086 955921 953604 956870 + 2211 0,40
25,0 1171677 1182727 1162435 1172280 + 5866 0,87
30,0 1371989 1376066 1380682 1376246 + 2511 0,32
35,0 1590368 1592551 1582087 1588335 + 3187 0,35
40,0 1808716 1836535 1807171 1817474 + 9541 0,91
e.p.m = erro padrao da média
CV% = coeficiente de variag@o percentual
2000000 - y = 42562x + 105986
1500000 - = 0,9998
§ 1000000 -
<
500000
0 T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentracio (ng/ml)

Figura 13 - Representacdo grafica da curva de calibracdo da sibutramina SQR, por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

As Tabelas 12 e 13 apresentam os valores dos tratamentos estatisticos sobre os valores

experimentais obtidos para a curva padrdo. Os valores dos limites de deteccdo (LD) e

quantifica¢do (LQ), calculados através da equagdo descrita no item 4.5.1.6, encontram-se na

Tabela 12.
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Tabela 12 - Resultados da curva de calibracao, obtida pelo método dos minimos quadrados,
para o método, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Parametros

Resultados

Faixa de linearidade

Equagdo: y=bx + a
Inclinagdo (b) = desvio padrao
Intercepto (a) = desvio padrao
Coeficiente de correlagio (%)
Limite de detec¢do (LD)
Limite de quantificacao (LQ)

15 - 40 pg/mL
y =42562x + 105986
42562 + 504
105986 + 9334
0,9998
0,72 pg/mL
2,19 pg/mL

Tabela 13 - Andlise da variagdo (ANOVA) das areas absolutas, obtidas para obtencdo da
curva de calibragdo da sibutramina SQR, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Soma dos
Fontes de variacao gl Variancia F.C F.T
Quadrados
Entre concentra¢des 5 23782.10"7 4,7564.10'" 6,48.10°" 3,11
-regressdo linear 1 23776.10"2 23776.10" 324.10%" 4,75
-desvio da linearidade 4  5,7840.10°% 1,4460.10° 1,97 " 3,26
Residuo 12 88130.10°% 7,3441.10"
Total 17 2,3791.10"

* Significativo para p < 0,05.

** Nao significativo para p > 0,05

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos das capsulas de sibutramina,

referentes a precisdo do método, encontram-se na Tabela 14.

Na Tabela 15, encontram-se os resultados do teste de exatidao por recuperagdo da

SQR capsulas de sibutramina.
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Tabela 14 - Valores experimentais referentes a determinag¢ao de sibutramina em cépsulas e
analise de varidncia (ANOVA) da precisdo interdias, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Capsulas (%)

Amostras 1° dia 2° dia

1 100,07 98,81

2 99,33 100,88

3 98,87 99,20

4 100,50 -

5 100,80 -

6 101,00 -
Média 100,10 99,63
e.p.m 0,34 0,64
CV% 0,84 1,10

ANOVA F calculado
Interdias 0,48

e.p.m = erro padrao da média.
CV % = coeficiente de variagao percentual.
F calculado para p > 0,05 (5,59).

Tabela 15 - Resultados experimentais do teste de recuperacao da sibutramina em capsulas, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

SQR (pg/mL) SQR (ng/mL)
o ~

Amostra Adicionada Recuperada* 7o Recuperagio

7,5 7,55 100,66

15,0 14,98 99,89
Capsulas

22,5 22,51 100,05

30,0 29,89 99,64

* cada valor corresponde a média de trés determinagdes
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4.6.3 Discussao

Dentre os métodos cromatograficos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
constitui-se em procedimento bastante utilizado em razdo de sua versatilidade. A
possibilidade de variagao dos mecanismos de separagdo pela adequada escolha da coluna, fase
moével e método de deteccdo permite a utilizagdo dessa técnica nas mais diversas fases de
estudo de produtos farmacéuticos. A cromatografia liquida necessita, entretanto, de
equipamento e reagentes de maior custo, o que pode tornar-se uma limitacdo para alguns
laboratorios de controle de qualidade de medicamentos (SKOOG et al., 2002).

O desenvolvimento de métodos em CLAE requer cuidadosa combinagdo entre
polaridade do soluto, da fase mdvel e da fase estacionaria de modo a garantir boas separagdes
em tempos razoaveis (SKOOG et al., 2002).

O método proposto empregou coluna cromatografica C;s em virtude desta ser a mais
utilizada em laboratorios de controle de qualidade e a utilizagdo de fases moveis sem tampao,
as quais sao danosas para as colunas.

Em virtude da solubilidade da sibutramina testou-se diferentes propor¢des da mistura
agua:metanol para a obtencdo da fase movel. A fase movel constituida de
metanol:dgua:trietilamina (80:20:0,5), com pH 5,65, ajustado com acido fosforico, mostrou-se
a mais adequada, por proporcionar tempo de reten¢do reprodutivel de aproximadamente 4
minutos, com picos de boa resolucdo, seletividade e simetria (< 2%)).

Para testar-se a especificidade do método submeteu-se a sibutramina SQR a
degradacdo forgada em meio acido, alcalino, oxidativo e fotolitico.

Na hidrolise acida e alcalina, apds 4 horas, houve decréscimo de 5% e 8%,
respectivamente, das areas referentes ao pico da SQR, sem variagdo no tempo de retengdo.
Nao houve a formagao de picos adicionais em ambas as condic¢des testadas (Figura 11).

Na oxidagdo quimica com H,O, 30V, por 4 horas, observou-se o decréscimo de 6% da
area referente ao pico da SQR. Nao houve formagdao de picos adicionais nem variagao do
tempo de reten¢do (Figura 11).

Ap0s 4 horas de fotdlise, ndo houve redugdo significativa da area do pico referente a
SQR (< 0,5%) e nem variagdo no tempo de retengdo (Figura 11).

Como pode ser observado nos cromatogramas obtidos no estudo de degradacao

forcada ndo ocorreu a formagdo de picos adicionais em relacdo a sibutramina. Nao foram
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verificadas, também, interferéncia de solventes, impurezas ou excipientes nos cromatogramas
(Figura 11).

Os resultados obtidos na avaliacdo da linearidade do método mostraram que as
solugdes de sibutramina SQR apresentaram correlagdo linear entre as areas e as concentragdes
obtidas nos intervalos utilizados. Graficos da concentragao versus area foram plotados e
demonstraram boa linearidade na faixa de 15,0 a 40,0 pg/ml (Figura 13). A equagdo da reta
obtida para o método foi: y =42562x + 105986, com coeficiente de correlagdao de 0,9998.

A andlise de varidncia (ANOVA), efetuada sobre os valores das areas absolutas
obtidas das curvas de calibracdo da sibutramina, cujos elementos estdo determinados na
Tabela 13, demonstrou que a regressao linear ¢ significativa (p < 0,05), ndo havendo desvio
de linearidade (p > 0,05).

O método cromatografico foi avaliado em relacdo a sua sensibilidade, através da
determinagdo dos limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ). Os valores calculados para o
LD e LQ foram 0,72 ug/ml e 2,19 pg/ml, respectivamente (Tabela 12). Os baixos valores
indicam a sensibilidade do método.

A precisao do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade (intradia) e
precisdo intermedidria (interdias). O valor experimental médio obtido para a determinagdo da
sibutramina nas amostras, no mesmo dia ¢ nas mesmas condi¢oes, foi de 100,10%. Nas
analises realizadas no segundo dia obteve-se 99,63%. A ANOVA indicou que ndo houve
diferenca significativa entre as andlises realizadas em diferentes dias (Tabela 14). Os baixos
valores de coeficiente de correlacdo (< 2%) obtidos neste estudo caracterizam o método como
preciso.

A exatiddo do método proposto pode ser determinada através do teste de recuperacao
da sibutramina SQR. Neste teste a porcentagem de recuperacdo média foi de 100,06 %,
conforme descrito na Tabela 15. Os resultados encontrados demonstraram que o método
apresenta boa exatidao.

Para testar-se a robustez do método efetuaram-se pequenas modificacdes nas
condi¢des cromatograficas propostas. A fim de verificar a simetria do pico foram testadas
duas colunas cromatograficas Cig (250 mm x 4,0 mm d.i.,, 5u) das marcas Merck e Luna
Phenomenex e com vazoes de 1,0 ml/minuto. Os cromatogramas revelaram que a coluna Luna
Phenomenex apresentou picos com melhor resolucdo e simetria. O aumento da temperatura do
forno da coluna de 25 °C para 30 °C nao resultou em variagdo significativa dos resultados. A
partir da altera¢dao da vazio da fase mével de 1,0 ml/min para 0,7 ml/min, constatou-se um

pequeno aumento no tempo de retencao, sem alteracdes significativas nos valores de teor para
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a sibutramina. Desse modo, pode-se constatar que as condigdes utilizadas caracterizam o

método como robusto.

4.7 Comparacio dos métodos propostos

No presente trabalho, foram desenvolvidos e validados dois métodos:
espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os dois métodos propostos apresentam diferengas significativas entre si em termos de
simplicidade, rapidez e custo. A espectrofotometria na regido do ultravioleta ¢ um método de
facil execugdo e baixo custo. A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica versatil
e amplamente utilizada, mas apresenta custo mais elevado que a espectrofotometria. Requer,
também, maior treinamento por parte do analista, no entanto possui a vantagem da
automacdo. Esse método apresentou resultados precisos e exatos, com tempo de analise

bastante curto.

Os resultados experimentais obtidos para a determinacdo quantitativa de sibutramina
em capsulas nos testes de repetibilidade (intradia, n = 6) referente a precisdo, pelos dois
métodos validados neste estudo (Espectrofotometria na regido do ultravioleta e Cromatografia
liquida de alta eficiéncia) foram comparados estatisticamente por ANOVA e estdo

representados na Tabela 16.

Tabela 16 — Analise de variancia dos resultados obtidos nos doseamentos de sibutramina nas
amostras, obtidos pelos métodos validados (Espectrofotometria na regido do ultravioleta e
Cromatografia liquida de alta eficiéncia).

Soma
Produto Fontes de gl dos Variancia F.C F.T
variacio quadrados
Entre métodos | 0,23 0,22 0,29" 4,96
Cépsulas Residuo 10 7,71 0,77
Total 11 7,94

* Néo significativo para p > 0,05.
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Os resultados da analise comparativa através da andlise de varidncia (ANOVA)
demonstraram que nao houve diferenca significativa entre os teores obtidos com os diferentes
métodos (p > 0,05) para a forma farmacéutica em questao.

Contatou-se, desse modo, que ambos os métodos desenvolvidos podem ser
intercambiaveis e adequados para analise de rotina em controle de qualidade da sibutramina

em capsulas.
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5. CAPITULO III - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODO DE DISSOLUCAO PARA CAPSULAS

5.1 Ensaio de dissoluc¢io

A absorcdo de um firmaco apoés administragdo oral, a partir de uma forma
farmacéutica solida, depende da liberacdo do mesmo de sua forma farmacéutica, da sua
dissolug¢do ou solubilizagdo sob condigdes fisioldgicas e de sua permeabilidade através do
trato gastrintestinal (ANSARI et al., 2004). Fatores relacionados ao paciente, tais como
fisiologia da membrana, fluxo sangiiineo e pH do trato gastrintestinal, bem como fatores
relacionados ao farmaco e formulagdo, como solubilidade e natureza quimica do farmaco,
polimorfismo, coeficiente de particdo, quiralidade, tamanho de particulas, entre outros,
tornam o processo de absor¢do complexo e varidvel. Qualquer fator que afete a desagregacao
ou a dissolugdo pode afetar a biodisponibilidade do fArmaco (STORPIRTIS, 1999).

Os estudos de dissolugdo In Vitro constituem-se em um dos instrumentos essenciais
para avaliacdo das propriedades biofarmacéuticas das formas farmacéuticas solidas de uso
oral, fornecendo informagdes uteis tanto para a pesquisa e desenvolvimento quanto para a
producdo e controle de qualidade. O desenvolvimento farmacotécnico permite avaliar novas
formulagdes e estabelecer correlagdo com os dados obtidos in vivo, através da cinética de
dissolu¢do (MANADAS et al., 2002). Durante a fase de producdo e controle de qualidade
permite-se detectar desvios de fabricacao, uniformidade do produto e reprodutibilidade lote a
lote (MARQUES, 2002).

O teste de dissolucdo avalia a quantidade de farmaco dissolvido, em um determinado
volume de meio, mantido a temperatura de 37°C £ 0,5°C, apds determinado periodo de
tempo, utilizando-se equipamento com dispositivo para promover agitagdo do meio, a uma
dada velocidade de agitagio (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV ed, 1988; USP 29, 2006).
Para formulagdes de liberagao imediata a porcentagem dissolvida de farmaco ¢ determinada,
normalmente, ap6és um Unico tempo de coleta. A avaliacdo da porcentagem dissolvida em
varios tempos de coleta (perfil de dissolucdao) ¢é, no entanto, mais conclusiva em relagdo a
coleta em um unico ponto (ADAMS et al., 2001; MARCOLONGO, 2003).

Atualmente, os estudos de dissolucao estdo sendo usados para demonstrar a
equivaléncia farmacéutica de medicamentos genéricos e similares para fins de registro, bem

como, para isentar os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia para algumas
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dosagens do mesmo produto. Conforme legislagao especifica (BRASIL, 2004), essa isengao
pode ser obtida se existir estudo de bioequivaléncia realizado com o produto referéncia para
uma das dosagens (geralmente a mais alta) e se houver comprovacao de que todas as dosagens
do produto apresentam perfis semelhantes. Para os faArmacos classificados como classe I (alta
solubilidade e alta permeabilidade), acredita-se que possam ser isentos de estudos de
bioequivaléncia, desde que os produtos apresentem dissolugdo rapida, ou seja, superior a 85%
em 15 minutos (STORPIRTIS et al., 2004).

Muitos farmacos ndo possuem monografia oficial, e sdo ainda escassos na literatura os
estudos de desenvolvimento de métodos de dissolu¢do. Para esses farmacos, existe a
necessidade de desenvolver ensaios de dissolugdo que possam prever o comportamento in
vivo dos mesmos (MANADAS et al., 2002). A avaliagdo do perfil de dissolugdo, em trés
diferentes meios, na faixa de pH fisiologico (pH de 1,5 a 7,5) ¢é recomendada como suporte no
desenvolvimento ¢ otimizagdo do método de dissolugdo, bem como no estabelecimento de
correlagdes in vivo-in vitro (ADAMS et al., 2001; MOORE & FLANNER et al., 1996; FDA,
1997).

Segundo MARQUES (2002), sdo inumeros os desafios no desenvolvimento e
validagdo de métodos de dissolugdo, devido a variabilidade intrinseca do método e a
variabilidade de fatores que podem afetar o processo de dissolucdo. Alguns estudos tém
demonstrado e discutido essa variabilidade (QURESHI & MCGILVEKAY, 1999; SIEWERT
etal., 2002)

Dessa forma, ¢ necessario um controle cuidadoso das condigdes experimentais para
reduzir a variabilidade teste-a-teste, garantir a confiabilidade e reprodutibilidade do teste e,
também, para que pequenas alteragdes na formulacdo ou no processo de producdo sejam
detectadas (FORTUNATO, 2005, MARQUES, 2002).

Dentre os principais parametros que devem ser avaliados no desenvolvimento de um
método de dissolucdo citam-se: a avaliacdo da influéncia dos filtros, a escolha de método de
quantifica¢do preciso e especifico, bem como, a utilizagdo de equipamento calibrado. Para a
escolha do meio de dissolucdo, caracteristicas como pKa, solubilidade e estabilidade do
farmaco em fun¢do do pH, bem como a faixa de dosagem do mesmo devem ser avaliadas
(FDA, 1997; MARQUES, 2002; MARCOLONGO, 2003; FORTUNATO, 2005).

O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica deve ser considerado na escolha do meio
de dissolu¢do. Farmacos da classe I (alta solubilidade e alta permeabilidade) dissolvem-se

bem em qualquer meio aquoso, enquanto que para os da classe II (baixa solubilidade e alta
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permeabilidade) deve-se avaliar o grau de ionizacdo do farmaco na escolha do meio
(MARCOLONGO, 2003).

O volume de meio a ser utilizado em um teste de dissolugdo depende da condigdo sink,
que pode ser definida como uma quantidade de solvente ndo inferior a trés vezes o volume de
meio necessario para obter a solugdo saturada do farmaco. Entretanto, atualmente, aceita-se
que um volume de 5 a 10 vezes o necessario para saturacdo, seja suficiente para manter as
condi¢des sink (MARQUES, 2002; ABDOU, 1989).

A validagdo de métodos analiticos utilizados para determinacdo de caracteristicas de
desempenho, como ¢é o caso dos testes de dissolugdo, deve incluir a avaliagdo da linearidade,
precisao e exatidao, especificidade, limite de detec¢ao e quantificagao (USP 29, 2006). Dentre
esses fatores, a precisdo tem sido o pardmetro considerado de extrema importancia para
garantir a confiabilidade dos resultados (ANSARI et al., 2004).

As capsulas de sibutramina eram produzidas por duas diferentes industrias
farmacéuticas, recentemente, outros laboratorios iniciaram sua fabrica¢ao. Existem ainda as
capsulas manipuladas desse anorexigeno, as quais sdo produzidas por uma infinidade de
farméacias magistrais. Neste contexto desenvolveu-se e validou-se método para avaliar a
porcentagem dissolvida desse farmaco em capsulas industrializadas através de cromatografia
liquida.

Nao se encontrou na literatura consultada dados referentes a dissolugdo de cépsulas de

sibutramina.
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5.2 Comparacio de perfis de dissolucao

Como mencionado anteriormente, a avaliacdo do perfil de dissolugdo em diferentes
meios ¢ recomendada como suporte no desenvolvimento dos testes de dissolucdo. Esta
avaliacdo ¢ utilizada, também, para comparar produtos de diferentes fabricantes, otimizar
formulagdes e para avaliar a influéncia de alteragdes realizadas na formulagdo (ADAMS et
al., 2001; MOORE & FLANNER et al., 1996).

Diversos métodos tém sido propostos na literatura para realizar a comparagdo entre
perfis de dissolugdo, os quais podem ser classificados como métodos estatisticos, método
modelo independente e modelo dependente. Anova e teste t sdo classificados no primeiro
grupo. Testes de razdo ou testes combinatorios, como f; e f,, sdo considerados modelos
independentes, enquanto que alguns métodos como ordem zero, primeira ordem, Hixson-
Crowell, Higushi, quadratico, Baker-Lonsdale, Korsmeyer-Peppas e modelo de logistica sao
considerados modelos dependentes (COSTA & LOBO, 2001).

Dentre os métodos citados os fatores f; (semelhanga) e f, (diferenca) sao os de mais
facil aplicagdo e interpretagdo e tém sido adotados por o6rgaos como FDA, ANVISA e EMEA
para comparar perfis de dissolu¢do. Para estimar esses fatores sdo utilizadas duas equagdes
que avaliam a diferenca entre a porcentagem de farmaco dissolvido por unidade de tempo
entre um produto teste e outro de referéncia (MOORE & FLANNER, 1996).

Os fatores f) e f, s@o calculados através das equagdes 1 e 2 abaixo. Para que exista
semelhanca entre os perfis, os fatores devem encontrar-se na faixa de 0 a 15 e 50 a 100,

respectivamente para f; e f5.

fi={[Zc R—TY] /[ Z"¢1 R¢]} x 100

Equacio 1

f,=501og {[ 1 + (1/n) =", (R — TY)*T > x 100}

Equacio 2
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Onde:
Rt= porcentagem de farmaco dissolvido do produto de referéncia em um tempo t;
T= porcentagem de fairmaco dissolvido do produto teste em um tempo t;

n= numero de coletas.

Para aplicagdo dos fatores f1 e f2 deve-se (FDA, 1997, BRASIL, 2003):

avaliar doze unidades;

empregar no minimo cinco pontos de coleta;

incluir apenas um ponto acima de 85% de dissolug@o para ambos os produtos;

- 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%.

A aplicagdo desses métodos, principalmente do f2, ¢ criticada por alguns autores, que
indicam que os critérios de aceitacdo sdo muito amplos, o que faz com que o método seja
muito liberal em concluir pela semelhanca de perfis e pouco discriminativos
(MARCOLONGO, 2003). Além disso, a comparacdo de perfis através desses métodos fica
prejudicada para fdrmacos com alta liberagao.

A eficiéncia de dissolucdo (ED) ¢é outra forma de comparar perfis e pode ser definida

pela seguinte equagao:

ED % = ASC (to-t) x 100
ASC (1r)

Onde:

ASC: Area sobre a curva;
to: Tempo inicial;
tf: Tempo final;

ASC (1g): Area sobre a curva total do retangulo.

Para realizar comparagdes através da ED% € necessario estabelecer previamente o
intervalo e aplicé-lo a todas as formulagdes testadas. O conceito de eficiéncia de dissolucao
apresenta algumas vantagens. A primeira é que a plotagem dos dados em um tnico grafico

permite que se faca uma comparacao rapida entre um grande niumero de formulagdes. A
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segunda ¢ que esses dados podem estar teoricamente relacionados com dados in vivo (KHAN,
1975; MARCOLONGO, 2003).

Foi realizada a comparacdo dos perfis de dissolucdo dos produtos farmacéuticos
citados no Capitulo II, item 4.2. Os resultados dessa comparacdo estdo apresentados no

Capitulo IV, referente ao estudo de equivaléncia farmacéutica.

5.3 Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram os descritos no Capitulo II, item 4.3.

5.4 Equipamentos e acessOrios

e Balanca analitica, Bosch SAE 200;

e Banho ultra-sonico, Unique, USC 1400,

e Bomba de vacuo, Prismatec;

e Cromatdgrafo liquido Shimadzu SLC-10 ADvp equipado com bomba modelo LC-
10AD, detector com comprimento de onda variavel UV/VIS modelo SPD-10 ADvp,
controlador SCL-10 ADvp, integrador automatico computadorizado através de
programa Class VP® software e injetor automatico Rheodyne com “loop” de 20 ul
(Shimadzu; Kyoto, Japan);

e Coluna cromatografica, Luna Phenomenex RP-18 (250 mm x 4,0, 5 um);

e Cubetas de quartzo 10 mm, 6030-UV Hellma,;

e Dissolutor, Pharma Test WII Dissolution Test instrument Apparatus, modelo VK 7000
(Germany);

e Filtro de celulose regenerada 13 mm x 0,45 pum, Sartorius;

e Chapa de aquecimento, Fisatom;

e Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 um, Millipore;

e Papel filtro quantitativo faixa preta, Framex;

e Pipetador, Tranferpette Brand;

e Potencidmetro digital Field Lab;

e Sistema de filtragdo, Millipore;

e TermoOmetros, Incoterm.
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5.5 Desenvolvimento e validacao do método de dissolucio

Diversas condi¢des de dissolucao foram testadas, de acordo com o método geral da
USP 29 (2006), as quais encontram-se descritas na Tabela 17. Utilizou-se equipamento
Pharma Test, equipado com seis cubas. Nessa etapa, aplicaram-se as condi¢des de I a III, para
as capsulas (Produto A), utilizando trés unidades da forma farmacéutica. A temperatura foi
mantida a 37,0°C £ 0,5°C. A validagdao do método de quantificagdo e o perfil de dissolucao,

com doze unidades da forma farmacéutica foi realizado posteriormente.

Tabela 17 - Condigdes testadas durante o desenvolvimento do método de dissolug¢do para
capsulas de sibutramina.

Condicoes Aparato Meio (500 ml) Velocidade (rpm)
I 1 (cesta) HCI1 0,1M 75
II 1 (cesta) Tampao pH 6,8 75
111 1 (cesta) Agua 75

Realizou-se coleta manual de 10 ml de meio nos intervalos de 15, 20 € 45 minutos,
com reposi¢do imediata do mesmo volume de meio a 37,0 °C £ 0,5 °C. A determinagdo da
porcentagem de farmaco dissolvido foi realizada por cromatografia liquida, sem posterior
dilui¢do, apo6s filtragdo das amostras através de filtro quantitativo ¢ membrana de acetato de
celulose 0,45 pum.

Nos célculos da porcentagem do farmaco dissolvida levou-se em considera¢do o seu
teor, as concentracdes nas aliquotas retiradas e as devidas corregdes referentes as retiradas de

farmaco e reposi¢do de meio em cada tempo.

5.5.1 Validacao do método de quantificacdo da porcentagem de farmaco

dissolvido

5.5.1.1 Linearidade: Curva de calibracio

Procedeu-se a validacdo do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
empregando-se as mesmas condi¢des descritas na Tabela 9, capitulo II, item 4.6.
A partir da solucdo metanolica de sibutramina SQR de 100 pg/ml transferiram-se, com

auxilio de bureta, aliquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 ml para baldes volumétricos de 100
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ml. Completaram-se os volumes, com HCI 0,1M, obtendo-se solugdes com concentracdes de
15, 20, 25, 30, 35 e 40 pug/ml. As curvas foram preparadas em trés dias diferentes. Com os
valores das areas (eixo das ordenadas), em fun¢do da concentragdo da sibutramina (eixo das
abscissas), foram calculados os coeficientes de correlacdo e a equagdo da reta de calibragao.

A Tabela 18 apresenta os valores experimentais obtidos na constru¢do da curva de
calibracao da sibutramina para a validacao do teste de dissolucdo. A representacao da curva e
a equacdo da reta, obtidas por regressdo linear pelo método dos minimos quadrados,

encontram-se na Figura 14.

Tabela 18 - Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibracdo da sibutramina
SQR,em HCI, por cromatografia liquida de lata eficiéncia.

Concentracio Areas Absolutas Média + e.p.m CV%
(ng/ml) 1° dia 2° dia 3° dia
15,0 692078 688778 694314 691723 + 1608 0,40
20,0 919586 909176 908991 912584 + 3501 0,66
25,0 1129204 1122933 1123111 1125083 + 2061 0,32
30,0 1356371 1337066 1348379 1347272 + 5600 0,72
35,0 1585903 1562737 1571417 1573352 + 6757 0,74
40,0 1810046 1782809 1797365 1796740 + 7869 0,76

e.p.m = erro padrao da média
CV% = coeficiente de variagdo percentual

2000000 - y = 44169x + 26478
2 _
1500000 - r =09999
&
£ 1000000
<
500000 -
0 T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentragio (ng/ml)

Figura 14 - Representagdo grafica da curva de calibragdo da sibutramina SQR, em HCI, por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.
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As Tabelas 19 e 20 apresentam os valores dos tratamentos estatisticos sobre os valores
experimentais obtidos para a curva padrao. Os valores dos limites de deteccao (LD) e
quantifica¢do (LQ), calculados através da equagdo descrita no item 4.5.1.6, encontram-se na

Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados da curva de calibragdo, obtida pelo método dos minimos quadrados,
para o método, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 15 — 40 pg/mL
Equagdo: y=bx + a y =44169x + 26478
Inclinagdo (b) = desvio padrao 44169 + 489
Intercepto (a) = desvio padrao 26478 + 5964
Coeficiente de correlagio (%) 0,9999
Limite de detec¢do (LD) 0,44 pug/mL
Limite de quantificacao (LQ) 1,35 pg/mL

Tabela 20 - Andlise da variagdo (ANOVA) das areas absolutas, obtidas para obtencdo da
curva de calibrac¢do da sibutramina SQR, em HCI, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

. Soma dos
Fontes de variacao gl Variancia F.C F.T
Quadrados
Entre concentragdes 5 2,5608.10"% 5,1216.10" 6,48.10°" 3,11
-regressdo linear 1 2,5606.10"% 2,5606.10" 324.10*" 4,75
-desvio da linearidade 4  2,3351.10°% 5,8377.10" 0,74 " 3,26
Residuo 12 9,4820.10°% 7,9017.10’
Total 17 2,5617.10"

* Significativo para p < 0,05.

** Nao significativo para p > 0,05
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5.5.1.2 Avaliac¢io da especificidade

Foram utilizadas ASE das cépsulas, empregando-se as seguintes condi¢des: 500 ml
HCI 0,1M a 37°C + 0,5°C, 75 rpm, aparato 1 e tempo de 45 minutos. Analise utilizando as
capsulas sem conteudo foi igualmente realizada. As amostras foram filtradas e avaliadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

5.5.1.3 Precisao

Determinou-se a repetibilidade do método através da andlise de seis cépsulas do
mesmo lote, em dois dias consecutivos. Apos decorridos 45 minutos do teste, empregando as
seguintes condi¢des: 500 ml de HCI 0,IM a 37 °C = 0,5 °C, 75 rpm, aparato 1, a
porcentagem dissolvida do farmaco foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a forma farmacéutica em questao. Foram calculados a média e o coeficiente de
variagdo. Os resultados das porcentagens dissolvidas de sibutramina em capsulas, obtidas pelo

respectivo método em dias diferentes, foram comparados estatisticamente.

5.5.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através do percentual de recuperagdo de uma
quantidade conhecida da SQR adicionada a ASE.

Foram preparadas trés amostras simuladas de excipientes, as quais foram transferidas
concentragdes de sibutramina SQR correspondentes a porcentagens da quantidade de fArmaco
declarada pelo fabricante, respectivamente: 80% (24 pg/ml), 100% (30 pg/ml) e 120% (36
pg/ml).

Procedeu-se a dissolu¢ao por 45 minutos, empregando-se as seguintes condigdes: 500
ml de HC1 0,1M a 37 °C £ 0,5 °C, 75 rpm, aparato 1. Foram retiradas aliquotas de 10 ml de

cada cuba, as quais foram filtradas e analisadas.
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5.5.2 Perfil de dissolucao

O perfil de dissolugdo (porcentagem de farmaco dissolvida versus tempo) foi
conduzido utilizando doze unidades, na condi¢cdo I. Aliquotas de 10 ml foram retiradas nos
intervalos de 5, 10, 15, 20 e 45 minutos, repondo-se 0 mesmo volume com HCI 0,1M a 37 °C

+ 0,5 °C, e filtradas, sem posterior dilui¢do, para analise.

5.6 Resultados

Os resultados obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a condicao I
proposta no desenvolvimento do método de dissolugdo para capsulas encontram-se nas Tabela

21 e Figura 15.

Tabela 21 — Valores percentuais de sibutramina dissolvida nos meios de dissolu¢do obtidos,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), aparato cesta, em 75 rpm.

3
S Tempo HCl1 0,1M Agua Tampio pH 6,8
S (minutos)
A CLAE CLAE CLAE
15 93,59 30,88 40,32
£
= 20 95,68 31,04 42,27
w
o~

45 99,94 40,53 50,88
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Figura 15 - Perfil de dissolugdo das capsulas de sibutramina, obtidos, utilizando aparato cesta, 75 rpm a 37 °C +
0,5 °C.

Os espectros das amostras simuladas de excipientes de capsulas e dos involucros das

capsulas sem conteudo estdo apresentados, na Figura 16.

A Figura 16 apresenta os cromatogramas das ASE de cépsulas de sibutramina e dos

involucros das capsulas sem conteudo.

SOR

Capsula sem contetido

ASE - Céapsula

R

Figura 16 - Cromatogramas obtidos com a SQR, amostra simulada de excipiente da capsula (ASE — capsula) e
capsula sem conteudo, apos dissolugao em HCI 0,1M a 37 °C + 0,5 °C, rotagdo de 75 rpm, com aparato 1.
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A Tabela 22 apresenta os valores experimentais obtidos na determinagdo da
porcentagem dissolvida de sibutramina, em capsulas, bem como a anélise de varidncia entre

dias obtidos.

Tabela 22 - Valores experimentais referentes a determinagdo da porcentagem dissolvida de
sibutramina em dias diferentes.

Porcentagem dissolvida de sibutramina

Amostras Primeiro dia Segundo dia
CLAE CLAE
1 87,53 89,92
2 90,90 91,90
3 90,95 93,94
4 92,79 88,92
5 91,38 91,85
6 91,73 90,35
Média 90,71 91,14
CV% 1,74 1,79
F calculado
ANOVA
CLAE
Interdias 0,07

CV % = coeficiente de variagdo percentual.
F calculado para p > 0,05 (4,96).

Os resultados encontrados no teste de recuperagdo da SQR de ASE das capsulas de

sibutramina, obtidos por cromatografia liquida, encontram-se na Tabela 23.
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Tabela 23 - Resultados experimentais referentes ao teste de recuperagdo para as capsulas de
sibutramina.

Amostras Quantidade de SQR (ug)
Adicionada Recuperada Pgecce;lti}f;n; :e
(ng/mL) perag
24,0 24,19 100,70
Cépsulas 30,0 29,66 98,80
36,0 35,81 99,80

O resultado obtido para o perfil de dissolugdo com doze unidades, nas condigdes

validadas, esté representado na Figura 17.

100 - R R .
80 -
©
=)
= 60 -
2 CLAE-HCI 0,1M, cesta, 75 rpm
A 40 -
X
20 -
O T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (minutos)

Figura 17 - Perfil de dissolugdo das capsulas de sibutramina, obtidos utilizando as condi¢des validadas a 37 °C £+
0,5 °C.
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5.7 Discussao

As formas farmacéuticas solidas administradas por via oral sdo amplamente prescritas
na pratica médica. A eficdcia do farmaco a partir dessas formulagdes depende, dentre outros
fatores, da desagregacdo, solubilizacdo e absor¢do do mesmo. Medicamentos fabricados sob
diferentes condi¢des, com diferentes componentes na formulagdo ou mesmo lotes sucessivos
de um mesmo produto podem apresentar desempenhos distintos no organismo. Devido a isso,
¢ necessario avaliar as propriedades biofarmacotécnicas dos diferentes produtos existentes
para um mesmo farmaco através dos estudos de dissolugdo in vitro (MARCOLONGO, 2003).

Com base no exposto, foi desenvolvido e validado método para verificar essa
importante caracteristica da forma farmacéutica solida de uso oral, que ¢ a analise da
porcentagem de liberacdo do farmaco contribuindo, assim, para indicar a intercambialidade ou
ndo entre as formulagdes existentes (referéncia e genérico).

Para o desenvolvimento de um teste de dissolucdo necessita-se de selecdo criteriosa
das condig¢des de ensaio, que deve ser orientada no sentido de se obter o maximo poder
discriminatério e resultar na capacidade de deteccdo de eventuais desvios dos padrdes de
qualidade inicialmente propostos (MANADAS et al., 2002), o que ensejou os diferentes
procedimentos realizados nesta pesquisa para obter a metodologia proposta.

O delineamento do ensaio de dissolugdo foi baseado nas propriedades fisico-quimicas
da sibutramina, a qual ¢ facilmente solivel em agua (2,9 mg/ml em pH 5.2) (THE INDEX
MERCK et al., 2003). A sibutramina ¢ disponibilizada na concentragio maxima de 15 mg. E
rapidamente absorvida pelo organismo, atingindo concentragdo maxima em aproximadamente
1,2 horas (BUCKETT et al., 1988). Devido a essas caracteristicas, ¢ um farmaco que pode ser
classificado na classe I de acordo com a Classificagdo Biofarmacéutica (KASIM et al., 2004).

Com base nessas consideragdes foram testadas algumas condi¢des, enumeradas de I a
III, com o intuito de definir aquela com melhor poder discriminatério na liberacdo de
sibutramina da forma farmacéutica em estudo. Testaram-se diferentes aparatos, meios e
rotagdes em busca das melhores condi¢des (Tabela 17). Para isto, utilizou-se do aparato 1
(cesta) devido ao fato das capsulas permanecerem flutuando durante o uso do aparato 2 (pa),
podendo originar, desse modo, resultados com grande variabilidade. Para a dissolucdo de
capsulas ¢ preconizado, geralmente, o uso de 75 a 100 rpm. Optou-se, no entanto, pela rotagao
de 75 rpm, por ter apresentado resultados satisfatorios, ndo havendo a necessidade de uma

velocidade de agitacdo maior para a dissolugdo. Embora a sibutramina seja facilmente
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soluvel em agua, optou-se por nao avaliar a dissolugdo nesse meio, principalmente, por nao
apresentar resultados satisfatorios para a dissolucao deste farmaco. Nao utilizou-se, também,
o tampao pH 6,8 pelo fato de ndo apresentar resultados satisfatdrios para a dissolugdo da
sibutramina (Tabela 21).

O volume de meio de dissolugdo pode variar entre 500 a 1000 ml, sendo o volume de
900 ml o mais empregado (MARQUES, 2002). Devido ao fato da sibutramina ser um farmaco
que pode ser classificado como de alta solubilidade e alta permeabilidade, optou-se por usar
500 ml de meio.

Os perfis de dissolucdo obtidos nas diferentes condic¢des testadas estdo apresentados
na Figura 15.

Verificou-se, que no meio escolhido a porcentagem dissolvida de sibutramina foi
superior a 85%, ja em 15 minutos, como seria esperado para firmacos com alta solubilidade.
As porcentagens de sibutramina dissolvidas em agua e em tampao pH 6,8 foram baixas,
indicando que estes meios nao sao adequados para a dissolugao do farmaco.

Através da comparacdo das porcentagens dissolvidas entre os meios testados,
constatou-se que o melhor entre eles seria o HCl 0,IM, por ter apresentado maior
porcentagem de sibutramina liberada, ao contrario do tampao pH 6,8 e da agua, que revelaram
resultados semelhantes entre si, mas inferiores ao HCI 0,1M (Tabela 21). Por este motivo,
optou-se por escolher o HCI 0,1M como meio de dissolugao.

Um dos parametros que devem ser avaliados, como citado anteriormente, no
desenvolvimento de um método de dissolugdo ¢é a avaliagdo da influéncia dos filtros. Como o
método utilizado para a avaliagdo da dissolugdo foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
ndo se avaliou esta influéncia, pois ndo se deve utilizar amostras ndo filtradas em
cromatografia liquida para evitar danos no equipamento e/ou na coluna cromatografica.

A possivel interferéncia de impurezas nas andlises foi avaliada através das leituras das
amostras simuladas de excipientes (ASE) e do invélucro das cépsulas (capsula vazia). Os
resultados comprovaram que tanto as ASE quanto os invélucros ndo apresentam interferéncia
significativa em relagdo a porcentagem de sibutramina dissolvida (< 1%), conforme pode ser
verificado na Figura 16.

A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intradia) e precisao
intermediaria (interdias), através da avaliacdo de seis unidades, utilizando o método de
quantificacdo proposto. O valor experimental médio da porcentagem dissolvida de

sibutramina foi de 90,71% para amostras analisadas no mesmo dia e de 91,14% para analises
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realizadas no 2° dia. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05), entre as analises interdias
(Tabela 22).

A exatidao do método de dissolugdo foi determinada através do teste de recuperagdo
da sibutramina SQR adicionada as amostras simuladas dos excipientes (ASE) de cépsulas
diluidas em HCI 0,1M. As porcentagens de recuperagdo médias obtidas foram de 99,76%
(Tabela 23). Os resultados encontrados caracterizam o método como exato.

Os resultados apresentaram precisdo e exatiddo, demonstrando que o método proposto
¢ adequado para avaliagdo da porcentagem dissolvida de sibutramina.

As especificagdes para determinac¢do da quantidade de farmaco dissolvido envolvem o
estabelecimento de uma concentragdo minima, expressa em porcentagem, dissolvida em
determinado intervalo de tempo. Muitas monografias oficiais estabelecem que ndo menos que
75% do farmaco deve estar dissolvido em 45 minutos. A FARMACOPEIA BRITANICA
(2003) adota esse critério para quase totalidade das monografias. No entanto, o FDA
recomenda que para teste de controle de qualidade lote a lote de fArmacos altamente soluveis,
a especificagdo de um unico ponto, com 85% de principio ativo dissolvido em 60 minutos ou
menos, ¢ considerada suficiente. Face ao exposto, sugere-se como especificacdo para
sibutramina, 75% de farmaco dissolvido em 45 minutos, em HCI 0,1M (Figura 15), ja que

satisfaz os critérios da Farmacopéia Britanica e o FDA.
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6. CAPITULO IV — ANALISE COMPARATIVA DE
PRODUTOS CONTENDO SIBUTRAMINA

6.1 Introducao

Atualmente, no mercado brasileiro ¢ possivel encontrar trés tipos de medicamentos:
referéncia, genérico e similar.

O medicamento referéncia €, geralmente, o inovador cuja biodisponibilidade foi
determinada durante o desenvolvimento do produto e que teve sua eficacia e seguranga
comprovadas por meio de ensaios clinicos, antes da obtencao do registro para comercializagao
(STORPIRTIS, 1999).

O medicamento genérico ¢ aquele que contém o mesmo farmaco, mesma dose, mesma
forma farmacéutica e ¢ administrado pela mesma via e com a mesma indicacdo terapéutica
apresentando mesma eficacia e seguranca que o medicamento referéncia, comprovada por
testes de bioequivaléncia, sendo com esse intercambiavel.

O medicamento similar possui 0o mesmo farmaco, mesma concentragdo, forma
farmacéutica, via de administracdo, posologia ¢ indica¢do terapéutica, preventiva ou
diagnéstica do medicamento de referéncia, podendo diferir, somente, em caracteristicas
relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem,
excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca. O
medicamento similar ndo pode ser intercambidvel. Trata-se de uma alternativa terapéutica
cujos resultados podem ser diferentes do medicamento referéncia.

A intercambiabilidade entre o genérico e seu respectivo medicamento de referéncia
baseia-se no conceito de equivaléncia terapéutica entre os mesmos, geralmente assegurada
pela comprovagdo de equivaléncia farmacéutica, da bioequivaléncia e das boas praticas de
fabricacdo e controle de qualidade (SHARGEL & YU, 1999; STORPIRTIS, 2004; BRASIL,
2003b).

A comparagdo da equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos pode ser
avaliada por meio de testes in vitro (SHARGEL & YU, 1999; STORPIRTIS, 2004).

Neste contexto, de acordo com STORPIRTIS et al. (2004), ¢ importante salientar que
a bioequivaléncia e, conseqiientemente, a intercambialidade entre os medicamentos genéricos
e referéncia pode estar comprometida se caracteristicas como as propriedades fisicas e fisico-

quimicas do farmaco, bem como, os componentes da formulacao e processo de fabricacdo nao
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forem levados em consideracao durante o desenvolvimento farmacotécnnico de ambos os
produtos.

Para o medicamento genérico, o fabricante deve investir no desenvolvimento
farmacotécnico de um produto que cumpra com as mesmas especificagdes in vitro, em relagiao
ao medicamento de referéncia (DIGHE, 1999).

Por essa razdo, ¢ determinado que os estudos de equivaléncia farmacéutica para
comprimidos e capsulas devem ser compostos por testes de identificagdo da matéria-prima,
analises fisicas e fisico-quimicas como peso médio, porcentagem de umidade, uniformidade
de conteudo, teor, desintegracao, friabilidade e dureza apenas para os comprimidos. O perfil
de dissolugcdo deve ser realizado para ambas formas farmacéuticas. Caso ndo conste nos
compéndios oficiais, 0 método analitico deve ser desenvolvido e validado pela industria
fabricante e co-validada pelos centros habilitados em andlises de medicamentos genéricos
(BRASIL, 2004).

Como base no exposto, objetivou-se, através desse estudo, avaliar a qualidade de um
lote do medicamento referéncia (Produto A), um lote do medicamento similar (Produto B) e

um lote do medicamento genérico (Produto C), contendo sibutramina, na forma de capsulas.

6.2 Forma farmacéutica

e (Capsulas de 15 mg de cloridrato de sibutramina monidratado. (Produto A).

Excipientes: celulose microcristalina; dioxido de silicio; estearato de magnésio e lactose.

e (C4psulas de 15 mg de cloridrato de sibutramina monoidratado. (Produto B).

Excipientes: celulose microcristalina; dioxido de silicio; estearato de magnésio e lactose.

e Cépsulas manipuladas de 15 mg de cloridrato de sibutramina monoidratado. (Produto C).

Excipientes: celulose microcristalina; dioxido de silicio; estearato de magnésio e lactose.
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6.3 Solventes e reagentes

e  Agua destilada purificada;

e Agua purificada Milli-Q;

e  Metanol grau cromatografico, Merck;
e  Acido fosforico PA, Merck;

e Metanol PA, Merck;

e  (Gas Hélio, White Martins;

e Reagente de Karl Fisher, Merck;

e Solucao tampao pH 4,0, Merck;

e Solucao tampao pH 7,0, Merck;

e  Trietilamina, Merck;

e Acido cloridrico PA, Merck.

6.4 Equipamentos e acessorios

e Aparelho digital de ponto de fusao, ELECTRO THERMAL 9100;

e Aparelho de Karl Fisher, Schott, modelo: Titroline KF;

e Balanga analitica, Bosch, modelo SAE 200;

e  Banho ultra-sénico, Unique, USC 1400;

e Bomba de vacuo, Prismatec;

e  Cromatdgrafo liquido Shimadzu SLC-10 ADvp equipado com bomba modelo LC-10AD,
detector com comprimento de onda variavel UV/VIS modelo SPD-10 ADvp, controlador
SCL-10 ADvp, integrador automatico computadorizado através de programa Class VP®
software e injetor automatico Rheodyne com “loop” de 20 ul (Shimadzu; Kyoto, Japan);

e Coluna cromatografica Luna Phenomenex RP-18 (250 mm x 4,0, 5 um);

e Cubetas de quartzo 10 mm, Hellma 100 QS;

e Aparelho de desintegracdao, Pharma Test, modelo PTZ;

e Aparelho de dissolu¢do, Pharma Test, modelo PTWS-3E;

e Espectrofotdometro UV-1650 PL/VIS, Shimadzu;

e Filtro de celulose regenerada 13 mm x 0,45 um, Sartorius;

e Centrifuga, CENTRIBIO, modelo TDL80-2B;
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e Chapa de aquecimento, Fisatom;

e Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 um, Millipore;
e Papel filtro quantitativo faixa preta, Framex;

e Pipetador, Tranferpette Brand,

e Potenciometro digital Schott Field Lab pH;

e Sistema de filtragdo, Millipore;

e  Mesa agitadora, tecnal, modelo TE 140;

e Termometros, Incoterm.

6.5 Parte experimental

6.5.1 Analise das embalagens

Avaliaram-se as seguintes informacgdes: teor, lote, data de fabricacdo, validade e

excipientes.

6.5.2 Identificacio da sibutramina em capsulas

Realizou-se a identificagdo da sibutramina em céapsulas por espectrofotometria na

regido do ultravioleta, conforme procedimentos descritos nos Capitulo I e II.

6.5.3 Analise fisica e fisico-quimica das capsulas

6.5.3.1 Determinacio do peso médio das amostras

O peso médio das amostras de cépsulas de sibutramina foi realizado conforme a
Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Foram pesadas, individualmente, 20 unidades
escolhidas de modo aleatorio da forma farmacéutica em questdao. Posteriormente, calculou-se
o peso médio e a variacdo permitida, conforme a Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988).

Calculou-se, também, o peso médio do contetido das capsulas.
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6.5.3.2 Desintegraciao das formas farmacéuticas

A determinagdo do tempo de desintegracdo das capsulas foi realizada segundo a
Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Para este teste foram utilizadas seis unidades e agua, a
37°C + 0,5°C, como meio de desintegragdo. Considerou-se como tempo de desintegracdo o
tempo em minutos e segundos em que foi percebida a desintegracgao total de todas as cépsulas,

ou quando se observou apenas restos de seus fragmentos.

6.5.3.3 Determinacio de agua

Para determinar a umidade nas formulacdes foi utilizado o método de Karl-Fischer,
empregando titulador automatico, segundo a Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Foram
pesados aproximadamente 120 mg do conteudo das capsulas. Para determinar a porcentagem

de umidade contida nos produtos utilizou-se o seguinte calculo:

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

Onde:

FC = fator de correcdo do reagente de Karl-Fischer

6.5.4 Determinacao do teor

Realizou-se determinacdo do teor de sibutramina nas cdapsulas através de
espectrofotometria na regido do ultravioleta. As amostras foram preparadas de acordo com o
item 4.5.1.5 do Capitulo II. Foram realizadas quatro determinagdes para cada amostra, na

concentragdo de 10 pg/ml, utilizando as condi¢des descritas no item 4.5.

6.5.5 Uniformidade de dose unitaria das amostras

Foram avaliadas, individualmente, dez wunidades de cada produto, por
espectrofotometria na regiao do ultravioleta. As amostras foram preparadas, transferindo-se o

conteido de uma unidade para baldo volumétrico de 100 ml, com auxilio de 50 ml de
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metanol. Apds agitagdo por 30 minutos e banho ultra-sonico por mais 20 minutos,
completaram-se os volumes com o mesmo solvente. Centrifugou-se uma por¢ao da solugdo
resultante por 2 minutos a 3300 rpm. Transferiram-se aliquotas de 5 ml da solucdo
sobrenadante para baldes volumétricos de 100 ml, completando-se o volume com &gua, a fim
de se obter solugdes de 7,5 pg/ml.

A quantidade de fdrmaco presente em cada unidade foi avaliada de acordo com as

especificagdes da Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988).

6.5.6 Teste de dissolucao

Realizou-se o teste de dissolucdo da sibutramina nas amostras em estudo utilizando
seis unidades de capsulas nas condigdes determinadas na presente pesquisa no Capitulo III, e
apresentadas na Tabela 24. A porcentagem dissolvida do farmaco foi determinada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tabela 24 — Parametros utilizados para avalia¢do da porcentagem dissolvida de sibutramina.

Parametros
Meio HCI 0,1M
Volume 500 ml
Aparato cesta
Velocidade de rotacao 75 rpm
Volume coletado 10 ml
Tempo de coleta 45 minutos

Temperatura 37,0°C £ 0,5°C
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6.5.7 Perfil de dissolucao

O procedimento empregado para avaliagdo dos produtos foi 0 mesmo utilizado no item
6.5.6, conforme Tabela 23. As coletas foram realizadas nos tempos de 5, 10, 15, 20 e 45
minutos. Doze unidades de cada produto foram submetidas ao teste. A cromatografia liquida
foi utilizada para a quantificagdo da porcentagem dissolvida de sibutramina em cépsulas.

Através do programa computacional GraphPrism — Versdo 4.0 foram determinadas as
areas sob a curva da porcentagem de dissolugdo de sibutramina versus tempo individualmente
para doze unidades de capsulas de cada produtor, calculando-se a eficiéncia de dissolucao

(Capitulo III, item 5.2).

6.6 Resultados

Na caixa do medicamento foram encontradas as informagdes: lote, concentragao,
quantidade, fabricante e validade. As bulas estavam de acordo com a legislacdo vigente
(BRASIL, 2003c¢) contendo: informagdes ao paciente e informagdes técnicas.

A 1identifica¢do da sibutramina nos produtos foi realizada por espectrofotometria na
regido do ultravioleta. A Figura 18 apresenta os espectros de absor¢cdo molecular obtidos das

solugdes da sibutramina SQR e dos Produtos A (Referéncia), B (Similar) e C (Genérico).
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Figura 18 — Representacdo grafica dos espectros de absor¢do molecular obtidos por espectrofotometria na regido
do UV das solugdes sibutramina SQR e dos Produtos A, B e C, na concentrag@o de 10 pg/ml.

Os resultados referentes as determinacdes individuais de peso médio, tempo de

desintegracdo e umidade das cépsulas de sibutramina encontram-se na Tabela 25.
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Tabela 25 - Valores individuais (mg) obtidos na determinacao de peso médio (PM), desvio
padrao (DP), limites inferior e superior permitidos, peso médio do conteudo, desintegracao
(min.: seg.) e umidade (%), para as capsulas.

Qualftidade de Produto A Produto B Produto C
Capsulas
1 306,3 307,5 305,6
2 3104 307,3 313,0
3 303,1 312,6 305,1
4 298,0 300,6 311,3
5 299.,8 304,6 306,0
6 286,9 305,2 302,1
7 300,0 296,1 300,1
8 307,7 299,2 303,5
9 303,0 301,7 300,7
10 302,7 305,2 300,7
11 308,7 305,0 299.4
12 308,6 308,8 306,5
13 303,5 306,7 3124
14 308,2 307,3 313,5
15 310,4 303,3 304,8
16 307,7 299,8 296,7
17 2945 300,2 3114
18 311,1 304,6 308,0
19 304,7 299.3 310,4
20 305,2 299,0 312,7
PM £+ DP 304,0+£ 6,0 303,71+ 4,1 306,2£5,2
Limite inferior 281,22 280,92 283,23
Limite superior 326,83 326,48 329,16
PMc £ CV% 244,0 £4,0 242,0 £ 1,68 245,6 £2,0
Desintegragao (min: seg) 5:80 5:95 6:05

Umidade (%) 6,93 6,43 6,40
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Os resultados encontrados na determinagdo quantitativa de sibutramina nas céapsulas,

por espectrofotometria na regido do ultravioleta, encontram-se na Tabela 26.

Tabela 26 - Valores experimentais obtidos na analise de teor da sibutramina nas capsulas, por
espectrofotometria na regido do ultravioleta.

Amostra Produto A Produto B Produto C

1 98,92 99,65 99,62

2 99,76 99,89 100,14

3 100,04 100,13 101,78

4 98,67 101,57 100,74

Média (%) 99,34 100,31 100,57
CV% 0,57 0,74 0,80

CV% = Coeficiente de variacdo percentual.

Os resultados do teste de dissolugdo in vitro obtidos nas amostras de capsulas,

utilizando como meio HCI1 0,1M a 37,0 °C £ 0,5 °C, podem ser observados na Tabela 27.
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Tabela 27 - Valores de porcentagens dissolvidas (%) da sibutramina nas capsulas, obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Amostra Produto A Produto B Produto C

1 87.53 91,04 94,28

2 90,90 89,32 89,63

3 90,95 93,73 87,25

4 92,79 91,48 90,82

5 9138 88,60 92,68

6 91,73 93,52 94,77
Média (%) 90,71 91,28 91,57
CV% 1,74 2,10 2,88

CV% = Coeficiente de varia¢do percentual.

Os resultados dos perfis de dissolugdo in vitro das capsulas, encontram-se na Figura

19.
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Figura 19 - Representagdo grafica das porcentagens dissolvidas da sibutramina, empregando aparato 1, para as
capsulas, em meio HC1 0,1M a 37,0 °C + 0,5 °C, 75 rpm, analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Os valores de eficiéncia de dissolugdo com seus respectivos coeficientes de variagao
(CV%) e analise de varidancia (ANOVA) obtidos para as capsulas, analisados por

cromatografia liquida, encontram-se na Tabela 28.

Tabela 28 - Valores de eficiéncia de dissolugdo (%), coeficiente de variacdo percentual
(CV%) e andlise de varidancia (ANOVA) das céapsulas de sibutramina, obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Amostra Produto A Produto B Produto C

1 88,73 89,20 86,64
2 88,53 86,96 87,56
3 88,00 86,62 86,33
4 88,02 88,40 86,78
5 90,03 88,22 88,11
6 90,11 89,00 89,11
7 88,91 90,11 88,82
8 89,51 87,27 87,38
9 89,20 87,02 86,36
10 88,71 89,24 89,71
11 90,31 86,69 88,33
12 90,73 89,98 90,89
Média 89,23 88,39 88,34
CV% 1,01 1,35 1,42

F calculado

ANOVA
2,38*

CV% = Coeficiente de variagdo percentual.
F calculado para p > 0,05 (3,28).
*Valor ndo significativo.
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Os valores experimentais obtidos na determinacao da uniformidade de conteudo das

amostras por espectrofotometria na regido do ultravioleta estao apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 — Valores individuais experimentais e média, em porcentagem, obtidos na
avaliacdo da uniformidade de contetdo das capsulas, por espectrofotometria na regido do
ultravioleta.

Amostra Produto A Produto B Produto C

1 98,05 97,35 99,38
2 97,10 99,40 96,78
3 100,05 96,25 97,47
4 99,24 100,03 95,05
5 97,30 101,40 100,06
6 95,40 98,90 96,01
7 98,25 97,30 97,30
8 100,50 95,37 99,15
9 99,54 98,20 95,97
10 101,00 97,36 101,60
Média (%) 98,64 98,18 97,88
CV% 1,67 1,72 2,02

CV% = Coeficiente de variagdo percentual.



78

6.7 Discussao

A integracao do setor produtivo com o controle de qualidade, na industria de
medicamentos, exerce papel fundamental na garantia da execu¢do das boas praticas de
fabricacdo e de laboratorios para que o fArmaco possa alcangar sua forma farmacéutica final,
garantindo ao paciente medicamento de 6tima qualidade (SANTORO, 1988).

Para avaliar a qualidade de céapsulas devem ser realizados testes que incluam
determinagdes quantitativas e qualitativas através de processos fisico-quimicos, quimicos ou
bioldgicos, bem como avaliagdes das propriedades biofarmacotécnica dos produtos.

Na andlise das caixas verificou-se que as respectivas bulas (BRASIL, 2003c)
apresentavam informagdes importantes, tais como as caracteristicas da formulagao,
excipientes, principais indicagdes, contra-indicagdes, posologia e efeitos colaterais.

A presenga do farmaco nos produtos farmacéuticos foi demonstrada por
espectrofotometria na regido do ultravioleta. Os espectros de absor¢ao molecular (Figura 18) e
de todas as amostras foram semelhantes aqueles obtidos para SQR, confirmando a identidade
da sibutramina.

Quanto a andlise do peso-médio, cada unidade das capsulas deve conter uma
quantidade especifica de principio ativo relacionada a uma determinada quantidade da
formula¢ao do medicamento proposto (LACHMAN et al., 1986). Por essa razdo, durante a
producdo de comprimidos e capsulas, o ajuste correto dos pesos constitui-se em etapa
importante. As amostras submetidas a determina¢do do peso médio devem estar dentro das
especificagdes indicadas pela Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988), onde a variacao
individual permitida para as cdpsulas com peso-médio superior a 300 mg, ¢ + 7,5%. Os
resultados da variacdo de peso obtidos para cipsulas (Tabela 25) mostraram que os produtos
analisados apresentaram todas as unidades dentro dos limites especificados, cumprindo,
assim, com os requisitos do teste.

O processo de desintegracdo do farmaco constitui uma etapa importante para a
absor¢ao do principio ativo pelo organismo. Para que ocorra a absor¢ao do farmaco pelo
organismo, este deve apresentar-se na forma de solugdo e, para isso, € necessario que ocorra
primeiro a desagregacdo do mesmo em particulas menores ou granulos. O tempo de
desintegracao de todos os produtos encontrou-se dentro das especificagdes estabelecidas pela

Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988): 45 minutos para as capsulas (Tabelas 25).
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A determinacdao da umidade em formas farmacéuticas ¢ considerada um teste de
relevada importancia, uma vez que a agua contida junto ao farmaco e aos excipientes pode
interferir no peso-médio, teor, uniformidade, estabilidade, desintegracdo e dissolu¢do do
farmaco podendo alterar a biodisponibilidade do medicamento. As capsulas apresentaram
porcentagem de umidade entre 6,4 a 6,9. Nao existe, no entanto, especificagdo para teor de
umidade na forma farmacéutica contendo sibutramina.

Na determinagdo quantitativa, verificou-se que os teores médios de sibutramina
obtidos encontraram-se dentro da faixa de 98,0 a 102,0%, da quantidade declarada do
farmaco, nas amostras, conforme Tabela 26. A variacdo de teor entre capsulas foi menor que
5%. Conforme a ANVISA, um medicamento para ser submetido a estudo de bioequivaléncia
deve apresentar uma diferenca de no maximo 5% entre o teor do produto de referéncia e o
teste (BRASIL, 2004). Verificou-se, assim, que os produtos poderiam ser submetidos a esses
estudos.

O teste de dissolucao (Tabela 27), de acordo com a Farmacopéia Brasileira IV ed.
(1988), determina a porcentagem da quantidade de principio ativo, declarado no rétulo do
produto, liberado no meio de dissolucdo, dentro do periodo especificado, sob aparelhagem e
condi¢des experimentais descritas. As porcentagens dissolvidas obtidas para os produtos
encontraram-se acima dos limites de 85% em 45 minutos (Tabela 27).

Os resultados dos perfis de dissolugdo demonstraram que os valores das
porcentagens de sibutramina dissolvidas foram superiores a 85% ja em 15 minutos (Figura
17). A partir dos perfis de dissolucdo foi possivel calcular o pardmetro de eficiéncia de
dissolugdo, o qual foi avaliado estatisticamente para permitir a conclusao sobre a semelhanga
entre os perfis estudados.

Verificou-se, através de ANOVA, que ndo houve diferenga significativa entre os
perfis de dissolucdo, para as capsulas de sibutramina das especialidades ensaiadas (Tabela
28).

Segundo CONNORS et al. (1995), produtos contendo farmacos com alta
solubilidade e alta permeabilidade, como ¢ o caso da sibutramina, ou alta solubilidade e baixa
permeabilidade podem ser considerados bioequivalentes desde que apresentem dissolugdo de
85% do farmaco em menos de 15 minutos. Neste estudo todos os produtos cumpriram com
esta especificacdo. A real comprovacao da existéncia de bioequivaléncia entre os produtos
(referéncia e genérico) s6 podera ser confirmada com a realizagdo de estudo in vivo para as
formas avaliadas, entretanto, fica demonstrada a equivaléncia em conformidade com a

legislacao vigente.
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A avaliacao da distribuicdo uniforme do farmaco em cada unidade é considerada
muito importante, principalmente para farmacos com baixa concentracdo ou com janela
terap€utica estreita. De acordo com os critérios recomendados pela Farmacopéia Brasileira [V
ed. (1988), os valores individuais podem variar de 85 a 115%, com CV% maximo de 6%.
Todos os produtos cumpriram com as especificagdes para o teste de uniformidade de
conteudo (Tabela 29).

Os produtos A, B e C, respectivamente, referéncia, similar e genérico, apresentaram
resultados adequados em todos os testes a que foram submetidos, demonstrando que estes nao

apresentam desvios da qualidade.
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7. CONCLUSOES

rqe ;. 1 13 . ~ . ~
o As analises espectroscopicas (RMN 'H, ~C, IV) e a determinagdo da faixa de fusdo
permitiram a caracterizagdo da substancia quimica utilizada como referéncia no presente

estudo;

. A espectrofotometria na regido do ultravioleta e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia podem ser utilizadas como métodos de identificagdo da sibutramina em

capsulas;

o O método desenvolvido através da espectrofotometria na regido do ultravioleta em 223
nm, mostrou-se sensivel, linear, preciso e exato para analise quantitativa da sibutramina

em capsulas;

o O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas condigdes estabelecidas
demonstrou precisdo, sensibilidade, especificidade, exatiddo e robustez para andlise

quantitativa da sibutramina em cépsulas;

. A andlise comparativa entre os métodos propostos para a determinagdo quantitativa da
sibutramina demonstrou ndo haver diferenca estatistica significativa entre eles, sendo

caracterizada a equivaléncia entre os mesmos (p > 0,05);

. O uso de 500 ml de acido cloridrico 0,1M a 37 °C + 0,5 °C, aparato cesta com
velocidade de 75 rpm, demonstrou resultado satisfatério para andlise da dissolugdo da

forma farmacéutica contendo sibutramina;

. Sugere-se que a especificagdo de 75% de dissolu¢cdo em 45 minutos seja suficiente para

avaliar a porcentagem dissolvida de sibutramina para as capsulas;

o O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstrou ser adequado para

determinagdo da porcentagem de sibutramina dissolvida nas capsulas;
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No estudo comparativo realizado constatou-se que os trés produtos analisados
cumpriram com as especificagdes indicadas nas farmacopéias quanto as caracteristicas

gerais para a forma farmacéutica capsulas;

Os teores de sibutramina, nos produtos analisados, encontraram-se dentro da faixa de 98

- 102%;

Todos os produtos analisados apresentaram porcentagem de dissolugdo superior a 85%

em 45 minutos;

Com base nos resultados encontrados, concluiu-se que os produtos A (referéncia) e C

(genérico) sao equivalentes podendo ser intercambiaveis, conforme legislacao.
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