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RESUMO

A glimepirida é um antidiabético oral do grupo das sulfonilureias, amplamente utilizada no
tratamento do diabetes tipo II. Embora existam vdrios métodos descritos para a
determinacdo deste farmaco, os métodos cromatogrificos demandam um consideravel
tempo de andlise, nenhum estudo descreve um método indicador de estabilidade em
comprimidos, o ensaio de dissolu¢do preconizado pela USP 2011 ndo simula as condicdes
do trato gastrintestinal e ndo h4 relatos da influéncia do polimorfismo sobre comprimidos
de glimepirida. Com base nestas consideracoes, este trabalho objetiva desenvolver e validar
novos métodos analiticos para quantificacdo da glimepirida, desenvolver um novo ensaio
de dissolucdo, realizar estudos de estabilidade e de equivaléncia farmacéutica e avaliar o
impacto do polimorfismo na qualidade dos comprimidos. Foi desenvolvido e validado um
método espectrofotométrico por derivada de segunda ordem. Todos os parametros de
validacdo foram encontrados em concordincia as exigéncias € o método apresentou a
vantagem de ser mais facil de executar e de menor custo, em relacdo a cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvido empregando abordagem multivariada, o que permitiu a separacdo de
glimepirida e seus produtos de degradacdo em cerca de nove minutos, demonstrando uma
vantagem em relacdo aos métodos indicadores de estabilidade descritos. Todos os
parametros de validacdo foram considerados satisfatérios e o método cromatografico
apresentou a vantagem de ser mais seletivo, permitindo a andlise de produtos de
degradacdo. Porém, apresenta maior custo e maior geracdo de residuos em relacdo a

espectrofotometria. Desenvolveu-se também um método para realizacdo de ensaios e perfis



de dissolucdo de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida. O ensaio de dissolu¢do foi
validado e todos os parametros foram considerados satisfatérios. Posteriormente, foram
realizados estudos de estabilidade acelerada (3 e 6 meses) e de longa duragdo (3, 6,9 e 12
meses) em amostras do produto referéncia (Amaryl® 4 mg) e em 3 marcas similares
comercializadas no mercado nacional. A partir destes estudos, foi observado que a
qualidade fisico-quimica dos produtos analisados foi suscetivel a influéncia de temperatura
e umidade. Nos estudos de equivaléncia farmacéutica, todas as trés amostras analisadas
foram aprovadas nos ensaios de peso médio, friabilidade, tempo de desintegracdo, dureza,
doseamento e uniformidade de contetiido. Entretanto, o produto B foi reprovado no teste de
dissolucdo e os produtos B e C ndo apresentaram semelhanca de perfis de dissolu¢do em
relacdo ao produto referéncia, sendo, portanto, reprovados. Finalmente, as duas formas
polimérficas descritas para a glimepirida foram recristalizadas e utilizadas para fabricacao
de dois lotes de comprimidos de glimepirida, os quais foram submetidos ao ensaio de
dissolucdo sob as condigdes descritas nesta tese. Os resultados demonstraram uma
significativa influéncia do polimorfismo nos perfis de dissolucio de comprimidos de
glimepirida. Este trabalho mostra a importancia de métodos adequados de controle de
qualidade na avaliacdo de produtos comercializados no mercado brasileiro, pois mesmo
com o crescente rigor dos 6érgdos competentes, os pacientes ainda estdo sujeitos a usarem

medicamentos com qualidade comprometida.

Palavras-chave: glimepirida, planejamento experimental, otimizacio multivariada,
controle analitico de qualidade, dissolucdo, estudos de estabilidade, equivaléncia

farmaceéutica, tecnologia farmacéutica, polimorfismo de s6lidos farmacéuticos, validagao.



ABSTRACT

Glimepiride is an oral antidiabetic drug widely used in treatment of type 2 diabetes.
Although there are several methods described for the determination of this drug,
chromatographic methods require considerable time for analysis, none study describes a
stability-indicating method for tablets, the dissolution test recommended by the USP 2011
does not simulate gastrointestinal tract conditions and there are no reports of the
polymorphism influence of glimepiride on the properties of tablets. Based on these
considerations, this work aims to develop and validate new analytical methods for
quantification of glimepiride, to develop a new dissolution method, to conduct stability
studies and pharmaceutical equivalence tests, and to assess the impact of polymorphism of
glimepiride on the quality of tablets. A second order derivative UV spectrophotometric
method for quantification of glimepiride was developed and validated. All the data meet the
validation acceptance criteria and the method presented the following advantages over the
chromatographic method: it does not use polluting reagents, it is simple and has low-cost.
The high performance liquid chromatography method was developed using a multivariate
approach, which allowed the adequate separation of glimepiride from all degradant peaks in
a short analysis time (about 9 min), demonstrating an advantage over those described
stability indicating methods. All validation parameters were found in accordance with the
validation acceptance criteria and the chromatographic method had the advantage of being
more selective, allowing the analysis of degradation products. However, it has a higher cost
and waste generation in relation to spectrophotometry. Also, a dissolution method for the

assessment of 4 mg glimepiride tablets was developed and validated. The dissolution



method was validated and all parameters were considered satisfactory. Subsequently,
accelerated stability studies (3 and 6 months) and long-term studies (3, 6, 9 and 12 months)
were performed in samples of the reference product (Amaryl® 4 mg) and three similar
brands sold in the Brazilian market. From these studies, it was observed that the physical
and chemical quality of the tested products was susceptible to the influence of temperature
and humidity. In studies of pharmaceutical equivalence, all three samples were passing the
tests of average weight, friability, disintegration time, hardness, assay and content
uniformity. However, the product B failed the dissolution test and the products B and C
showed no similarity of dissolution profiles compared to the reference product. Finally,
tablets containing polymorphic forms I and II of glimepiride were prepared and subjected
to dissolution testing. The results show a significant influence of polymorphism on the
dissolution properties of glimepiride tablets. This work shows the importance of
appropriate quality control tests to product evaluation in the Brazilian pharmaceutical
market, because even with the increased rigor of the competent bodies, patients are still

subject to use drugs with compromised quality.

Keywords: glimepiride, experimental design, multivariate optimization, analytical quality
control, dissolution, stability studies, pharmaceutical equivalence, pharmaceutical

technology, pharmaceutical solid polymorphism, validation.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) representa um grupo de doencgas metabdlicas cronicas
caracterizadas por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecio de insulina e/ou em sua
acdo. De uma forma geral, existem dois tipos de diabetes: tipo 1 e tipo 2. O diabetes tipo 1
inclui os casos que podem ser atribuidos a um processo auto imune e/ou destrui¢do das
células beta-pancredticas por mecanismo desconhecido. O tipo 2 representa a forma mais
comum, resultante de defeito na secrecdo de insulina ou resisténcia a mesma (QUEIROZ et
al., 2011). O diabetes do tipo 2 alcancou propor¢des epidémicas, afetando 190 milhdes de
pessoas no mundo, com expectativas de que este nimero possa exceder 300 milhdes de
pessoas acometidas até 2025 (JOHNSON et al., 2008).

Virias complicagdes se desenvolvem como conseqiiéncia das desordens metabdlicas
causadas pelo diabetes. Muitas destas sdo resultantes de doengas dos vasos sanguineos,
como doencas macrovasculares ou microangiopatias. Doengas macrovasculares consistem
de ateroma acelerado e suas complicagdes trombdticas. Microangiopatias afetam
particularmente as retinas, rins e nervos periféricos (RANG et al., 2004).

O impacto do diabetes mellitus na saide do individuo, no sistema de saide e na
sociedade como um todo € significativo e tem continuado a crescer substancialmente
(CHENG, LEITER, 2009). Virios pacientes iniciam o tratamento desta doenca com dieta e
exercicio, mas, infelizmente, a maioria dos pacientes ndo obtém sucesso no controle do
diabetes apenas com modificagdo no estilo de vida e necessitam de farmacoterapia. Os

agentes orais sdo considerados a terapia de primeira escolha entre os medicamentos

utilizados no tratamento do diabetes do tipo 2, devido a sua ampla faixa de eficécia,
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seguranca e variedade de mecanismos de acdo (FOWLER, 2007). Dentre os farmacos
antidiabéticos orais, as sulfonilureias tém sido amplamente utilizadas, devido ao seu
sucesso na maioria dos estudos clinicos (MATTHEWS, WALLACE, 2005).

As sulfonilureias foram descobertas acidentalmente em 1942 por Janbon e
colaboradores, ao observarem que algumas sulfonamidas causavam hipoglicemia em
animais de laboratério. Pouco depois, a 1-butil-3-sulfonilureia (carbutamida) tornou-se a
primeira sulfonilureia clinicamente util para o tratamento do diabetes e, posteriormente,
esta substancia levou ao desenvolvimento de toda a classe de sulfonilureias (DAVIS, 2006).
As sulfonilureias sdo os farmacos antidiabéticos orais mais comumente prescritos pela
classe médica. Possuem um radical sulfona ligado a um grupo ureia. Todos os membros
desta classe sdo, portanto, arilsulfonilureias substituidas, diferindo por substitui¢des na
posicao para do anel de benzeno (R;) e em um residuo de nitrogénio do componente ureia
(Ry) (DAVIS, 2006; SILVA, 2006). Suas relagdes estruturais estdo demonstradas na Figura

1.

O

Ry 50,—NH— C—NH—Ry
Figura 1. Estrutura quimica das sulfonilureias.
A principal a¢do das sulfonilureias consiste em aumentar a liberagdo de insulina do

pancreas, reduzindo, assim o nivel plasmdtico de glicose (RANG et al.,, 2004). As

sulfonilureias sdo divididas em dois grupos ou geracdes de agentes. O primeiro inclui
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tolbutamida, acetoexamida, tolazamida e clorpropamida. A segunda geragdo, mais potente,
inclui gliburida (glibenclamida), glipizida, glicazida e glimepirida (DAVIS, 2006). As

estruturas quimicas dos seus radicais estdo demonstradas na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica dos radicais das sulfonilureias.

As sulfonilureias de segunda geracdo sdo mais frequentemente prescritas, visto que
apresentam menos efeitos adversos e menos interagdes medicamentosas (KATZUNG,
2006; KOROLKOVAS, FRANCA, 2006).

Uma sulfonilureia de segunda geracdo que € particularmente importante € a
glimepirida, pois este firmaco ¢ amplamente utilizado no tratamento do diabetes do tipo 2 e

encontra-se disponivel em mais de 60 paises (MASSI-BENEDETTI, 2003). A glimepirida
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apresenta vantagens sobre as outras sulfonilureias, porque este farmaco produz potente acao
redutora da glicose sanguinea em uma menor dosagem, com administracao uma vez ao dia
(ROBKAMP, 1996).

Apesar da glimepirida ndo constar em nenhuma lista brasileira de medicamentos
essenciais (BOMFIM, 2007), uma busca no site da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) revelou que existem 42 diferentes produtos farmacéuticos contendo o
principio ativo glimepirida registrados no Brasil (BRASIL, 2011). Além disso, foram
encontrados alguns estudos que demonstram uma relevante utiliza¢do deste farmaco dentre
os antidiabéticos orais. Um estudo realizado por Bazote, Silva e Koyashiki (2005) mostrou
que a glimepirida € a segunda sulfoniluréia mais utilizada no municipio de Londrina-PR,
sendo seguida pela glicazida, clorpropamida e glipizida. Outro estudo realizado por
Balestre e colaboradores (2007) encontrou uma porcentagem de prescricao de glimepirida
de 4,2% no municipio de Atalaia-PR. Outros antidiabéticos orais prescritos foram a
glibenclamida (25,0%), clorpropamida (20,8%), metformina (41,7%) e insulina (8,3%).

A literatura descreve vdrios estudos analiticos para determinagcdo da glimepirida,
empregando técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de
absorcao no ultravioleta, arranjo de diodos, espectroscopia de massas (utilizando ionizacao
quimica a pressdo atmosférica ou por electrospray), evaporativo com espalhamento de luz e
aerosol carregado; cromatografia liquida de alta eficiéncia multi-dimensional;
cromatografia eletrocinética micelar; cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia;
polarografia e espectrofotometria (BONFILIO, ARAUJO, SALGADO, 2010). As
monografias propostas pela farmacopeia americana (USP, 2011) e farmacopeia europeia

(EP, 2008) para andlise de matéria-prima sdo baseadas em dois diferentes métodos: um
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método para a determinacdo da impureza glimepirida cis-isdmero utilizando cromatografia
de modo normal e um segundo método para a determinacdo de glimepirida e outras
substancias relacionadas por cromatografia de fase reversa. Entretanto, as técnicas
cromatogréficas descritas para andlise de glimepirida e seus produtos de degradacdo
demandam um considerdvel tempo de andlise (mais de 20 minutos) e nenhum estudo
descreve um método indicador de estabilidade para comprimidos. Além disso, o ensaio de
dissolucgdo preconizado pela USP 2011 (900 mL de tampao fosfato pH 7,8 como meio de
dissolucdo e aparato pd a 75 rpm) ndo simula as condi¢des do trato gastrintestinal e ndo ha
relatos da influéncia do polimorfismo sobre comprimidos de glimepirida.

Considerando a importancia da glimepirida no tratamento do diabetes do tipo 2, faz-se
necessario novas pesquisas nesta drea para desenvolvimento e validacio de métodos
analiticos para quantificacdo do farmaco na presenca de produtos de degradacdo,
desenvolvimento de ensaio de dissolucdo para o produto, avaliagdo da qualidade de
produtos farmacéuticos comercializados no mercado nacional e o estudo de equivaléncia
farmacéutica para medicamentos similares, que irdo subsidiar os estudos de eficdcia clinica
destes medicamentos. Sabe-se também que a habilidade de identificar as formas sélidas de
um farmaco € um conhecimento critico para garantir a qualidade dos medicamentos, o que
justifica a avaliagdo do impacto do polimorfismo na qualidade dos comprimidos, também

proposta neste trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Propriedades farmacologicas

O mecanismo de a¢do primdrio da glimepirida se deve a sua ligagdo a um receptor de
alta afinidade (denominado subunidade SUR) nos canais de potdssio sensiveis ao ATP, na
membrana plasmadtica das células B-pancredticas. Essa ligacdo inibe a condutancia dos
canais aos fons potdssio, causando despolarizagcdo, o que por sua vez resulta no influxo de
célcio e secre¢ao de insulina pré-formada (PAGE et al., 2004; RANG et al., 2004;
KATZUNG, 2006; KOROLKOVAS, FRANCA, 2006). O receptor de sulfonilureias é
composto de duas unidades, compreendendo um canal formador de poro e duas
subunidades regulatérias (KRAMER, MULLER, GEISEN, 1996).

Efeitos extra-pancredticos podem também desempenhar um papel na atividade de
glimepirida. O farmaco melhora a sensibilidade a insulina e também aumenta o nimero de
moléculas transportadoras de glicose na membrana plasmdtica do tecido adiposo e
muscular, melhorando assim a captacdo de glicose. Além disso, a glimepirida ativa a
sintese de glicogénio e a lipogénese, além de inibir a gliconeogénese (MULLER, SATOH,
GEISE, 1995; MULLER, 2000; REDDY et al., 2000; HYDRIE et al., 2006). Entretanto,
como nas outras sulfonilureias, o mecanismo pelo qual a glimepirida diminui a glicose
sanguinea na administra¢do a longo tempo ndo foi claramente estabelecido. A glimepirida é
efetiva no controle da glicose sanguinea sem causar altera¢des deletérias nos perfis de

lipoproteinas plasmdticas dos pacientes (FDA, 2011).
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A glimepirida possui beneficios terapéuticos em relacdo a outras sulfonilureias, como
a glibenclamida (HAMAGUCHI et al., 2004). O farmaco apresenta longa duragdo de acdo,
com meia-vida de 5 horas, permitindo a sua administracdo uma vez ao dia, com
consequente melhora da aderéncia do paciente ao tratamento. Além disso, alcanga controle
metabdlico com as menores doses de todas as sulfonilureias (1 a 8 mg diariamente)
(SONNENBERG et al.,, 1997). Este farmaco também mantém uma melhor regulacio
fisiologica de secrecdo de insulina do que a glibenclamida durante o exercicio fisico
(DRAEGER et al., 1996).

ApOs a administracdo oral, a glimepirida é completamente absorvida (100%) apés 1
hora e sua absor¢do ndo € afetada pela ingestdo de alimentos (HARRIGAN, NATHAN,
BEATTIE, 2001). O tempo requerido para o farmaco alcancgar o efeito maximo é cerca de
duas a trés horas (FDA, 2011). Apés dose intravenosa em individuos normais, o volume de
distribuicdo foi 8,8 L (113 mL/kg) e a depuracdo corporal foi de 47,8 mL/min. A ligacao
das proteinas foi maior do que 99,5% (FDA, 2011).

Este farmaco € totalmente metabolizado através de biotransformagdo apds dose oral
ou intravenosa. O sistema enzimdtico citocromo P450 2C9 transforma a glimepirida no seu
derivado cicloexil hidroximetil (M1), o qual é posteriormente metabolizado pelas enzimas
citosdlicas ao derivado carboxil (M2) (LEHR, DAMM, 1990). Aproximadamente 60% da
glimepirida e seus metabdlitos sdo excretados na urina e 40% sdo excretados nas fezes
(FDA, 2011). Nao foram observadas diferencas entre o perfil farmacocinético de pessoas
do sexo masculino e o perfil farmacocinético de pessoas do sexo feminino quando a dose

de glimepirida foi ajustada pelas diferencas entre os pesos corporais (FDA, 2011). Apds
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uma unica dose, sua meia-vida de elimina¢do € de 5 horas e aumenta para nove horas apos
multiplas doses (CAMPBELL, 1998).

Os efeitos adversos mais comuns sdo cefaleia e tontura. Hiponatremia, leucopenia,
trombocitopenia e anemia sdo complicacdes raras. Os efeitos de interagdao sdo similares aos
observados com as outras sulfonilureias de segunda geracdo. Entretanto, cimetidina e
ranitidina ndo afetam seu efeito. Existem evidéncias de que propranolol aumente sua
concentracao em cerca de 20% (HARRIGAN, NATHAN, BEATTIE, 2001).

Em uma comparacio clinica randomizada envolvendo 304 pacientes com diabetes do
tipo 2, a administracdo dose-dependente de glimepirida comparada com placebo reduziu
significativamente os niveis de glicose plasmdtica (P < 0,001) (GOLDBERG, HOLVEY,
SCHNEIDER, 1996). Em um estudo multicéntrico e randomizado de grupos paralelos, um
controle metabdlico equivalente foi alcancado com glimepirida e glicazida (MASSI-
BENEDETTI, 2003). Uma andlise de 6 estudos multicéntricos envolvendo mais de 2400
pacientes, cujo diabetes ndo foi efetivamente controlada com dieta e exercicio, mostrou que
glimepirida foi tdo efetiva no controle metabdlico quanto glipizida e glibenclamida.
Entretanto, neste estudo os niveis de glicose sanguinea foram mais rapidamente reduzidos
nas primeiras semanas de tratamento com glimepirida comparado a glipizida (p < 0,05)
(CLARK, GOLDBERG, 1997).

Uma revisdo de dados obtidos de triagens clinicas controladas em 2013 pacientes nos
Estados Unidos encontrou que a incidéncia de eventos adversos foi similar entre
glimepirida, glibenclamida, glicazida, glipizida e placebo (SCHNEIDER, 1996). Uma

revisdo de dados de 20 estudos clinicos envolvendo mais de 6500 pacientes mostrou uma
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similaridade de eventos adversos durante o tratamento com glimepirida e outras
sulfonilureias (SCHNEIDER, 1996).

As sulfonilureias mais antigas, como a glibenclamida, frequentemente induzem a
hipoglicemia como consequéncia do efeito estimulante da secrecao de insulina (SHORR et
al., 1997). Entretanto, as mais recentes exercem controle glicémico com menor liberacado de
insulina e consequentemente com menor tendéncia de produzir hipoglicemia (MASSI-
BENEDITTI, 2003). Em uma triagem multicéntrica comparativa de grupos paralelos,
duplo-cega e randomizada, realizada por um ano (DILLS, SCHNEIDER, 1996), a
ocorréncia cumulativa de hipoglicemia sintomatica foi de 1,7% no grupo tratado com
glimepirida (n = 289) e de 5,0% no grupo tratado com glibenclamida (n = 288).

Uma revisdo da literatura realizada por Robkamp e colaboradores (ROBKAMP,
WERNICKE-PANTEN, DRAEGER, 1996) ndo encontrou episédios de hipoglicemia que
ameacam a vida em 4500 pacientes com diabetes do tipo 2 que receberam tratamento com
glimepirida. Em um estudo duplo-cego no qual os pacientes receberam 24 semanas de
tratamento com glimepirida (n = 230) ou glicazida (n = 229), foi observado um nimero
similar de pacientes com episodios hipoglicémicos nos dois grupos tratados (TSUMURA,
1995).

O tratamento com insulina ou secretagogos de insulina € frequentemente associado
com ganho de peso. No Reino Unido, em um estudo prospectivo de diabetes, todos os
pacientes com diabetes do tipo 2 ganharam peso (aproximadamente 5 kg) durante 10 anos
de tratamento com insulina ou glibenclamida (UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY,
1995; UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY, 1998). A glimepirida, entretanto,

produziu neutralidade de peso ou mesmo perda em alguns estudos. Em um estudo
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envolvendo 22045 pacientes foi relatada perda de peso (HERRMANN, KNIRSCH,
KRAUTH, 2000). Em estudo envolvendo 1601 pacientes com diabetes do tipo 2, o
tratamento com glimepirida por quatro meses resultou em uma perda de peso média de 2,0
kg (LECHLEITNER, WEITGASSER, 1999).

O potencial das sulfonilureias em causar efeitos adversos no sistema cardiovascular
foi enfatizado, devido ao tratamento com tolbutamida poder ter sido responsavel por um
aumento na mortalidade ocasionado por disfungdes cardiovasculares (MEINERT et al.,
1970). Entretanto, a glimepirida pode estar associada com um reduzido risco de produzir
danos no miocéardio, quando comparada com outras sulfonilureias (COLE, MCPHERSON,
SONTAG, 1991). Algumas sulfonilureias produzem distirbios no ritmo cardiaco como
consequéncia de repolarizagdo atrasada do miocardio (COLE, MCPHERSON, SONTAG,
1991; EL-REYANI et al., 1999). Entretanto, existem evidéncias de que este farmaco pode
previnir fibrilagdo ventricular irreversivel durante a reperfusdo em doses menores do que
aquelas usadas rotineramente para diminuir as concentracdes de glicose sanguinea (EL-
REYANI et al., 1999). Portanto, ela pode ser mais efetiva em prevenir arritmias cardiacas
do que outras sulfonilureias (EL-REYANI et al., 1999; GEISEN et al., 1996; POGATSA,
1996; VEGH, PAPP, 1996).

Em adi¢do a evidéncia de que glimepirida € uma sulfonilureia efetiva, obtida através
de triagens clinicas controladas, uma evidéncia confirmatdria € disponivel a partir de um
grande nimero de pacientes que receberam glimepirida na clinica prética didria (MASSI-
BENEDITTI, 2003). Um estudo ndo intervencional de 8 semanas, que incluiu 22045
pacientes, relatou as caracteristicas demograficas de pacientes que receberam glimepirida, a

dose de glimepirida, os valores de HbA . e os eventos adversos (SCHOLZ et al., 2001). As
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reducdes médias nos niveis de HbA . foi de 1,8% em pacientes que iniciaram recentemente
o tratamento, 1,3% em pacientes que mudaram a terapia de outro antidiabético oral para
glimepirida e de 1,9% em pacientes obesos que receberam um agente hipoglicemiante pela
primeira vez (SCHOLZ et al., 2001). O peso corporal foi reduzido em 1,4 kg em resposta a
terapia, sendo que este efeito foi mais pronunciado em pacientes obesos. Um estudo
realizado em 30768 pacientes com diabetes do tipo 2 acessou a incidéncia de hipoglicemia
severa induzida por sulfonilureias na pratica didria (HOLSTEIN, PLASCHKE, EGBERTS,
2001). Embora glibenclamida e glimepirida foram prescritas com igual frequéncia durante
esse periodo, os pacientes que receberam glimepirida relataram poucos episédios de

hipoglicemia severa (6 episddios com glimepirida e 38 episddios com glibenclamida).

2.2. Propriedades fisico-quimicas

A glimepirida (CAS 93479-97-1) € um s6lido cristalino branco ou branco-amarelado
e inodoro, identificada quimicamente como 1-[[4-[2-(3-etil-4-metil-2-0Xx0-3-pirrolino-1-
carboxamido) etil] fenil] sulfonil]-3-(trans-4-metilcicloexil) ureia (EUROPEAN

PHARMACOPOEIA, 2008). Sua férmula estrutural esta representada na Figura 3.
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B // [—7CHs
H

Figura 3. Estrutura quimica da glimepirida

Fonte: adaptado de EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008

Sua férmula molecular é C,4H34N4OsS. Possui peso molecular de 490,62 g/mol (FDA,
2011). E praticamente insolivel em dgua, solivel em dimetilformamida, levemente soluvel
em cloreto de metileno e muito pouco solivel em metanol (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2008). Possui pKa de 6,3 e coeficiente de particdo 6leo-dgua (log P)
de 3,81 (SEEDHER, KANOIJIA, 2009). E classificada como farmaco de classe II no
sistema de classificac@o biofarmacéutica (GRBIC et al., 2010).

A estrutura da glimepirida com um grupamento sulfonilureia, um grupo carboxamida,
um anel lactdmico e uma carbonila o,B-insaturada favorece a degradacdo devido a
instabilidade destes grupos funcionais frente a hidrdlises e fotdlises (BANSAL et al., 2008).

Na monografia da matéria-prima da glimepirida da farmacopeia europeia, sio
descritas dez substancias relacionadas (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008). Destas,

quatro impurezas sao também mencionadas na monografia da matéria-prima da glimepirida
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da Farmacopeia Americana (USP, 2011). As estruturas quimicas destas substincias estdo

demonstradas na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica de produtos de degradacio da glimepirida.

Fonte: adaptado de EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008.

A glimepirida possui duas formas polimoérficas cristalinas, que foram caracterizadas

por difracdo de raios-X e espectroscopia no infravermelho, sendo designadas como forma I
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e forma II. Através da difracdo de raios-X e da calorimetria exploratéria diferencial,
confirmou-se que a forma II se transforma na forma I somente acima de 140°C e que cada
polimorfo apresenta diferente solubilidade e perfil de dissolucdo, sendo que a forma II é

cerca de 3,5 vezes mais soltivel que a forma I em solventes aquosos (ENDO et al., 2003).

2.3. Métodos analiticos para a determinacao de glimepirida

A Tabela 1 apresenta os métodos descritos na literatura para determinagdo de

glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas.
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Tabela 1. Métodos para determinagdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

Meétodo Condicdes Sistema de detec¢ao Matrizes Tempo de Referéncia
corrida
aproximado

CLAE Coluna analitica C-18 como fase Ultravioleta em 350 nm Soro humano Nio encontrado LEHR,
estaciondria e uma mistura de metanol e € urina DAMM,
solucdo fosfato de potdssio monobasico 1990
0,5 mol L' como fase movel, usando
modo gradiente para determinagdo dos
compostos em soro e modo isocratico para
determinacdo dos metabdlitos na urina

CLAE Colunas LiChroCART® (125 mm x 2 Ionizagdo quimica a Plasma 7 minutos MAURER
mm) e Superspher® 60 RP Select B. pressao atmosférica/ humano et al., 2002
Formato de aménio (0,005 mol L', pH espectrometria de
3,0) e acetonitrila usados como fase massas
mével em eluigdo por gradiente. Vazio de
fase movel em modo de gradiente

CLAE Coluna analitica C-18 Capcell Pak (2,0 x Ionizag@o por Plasma 3 minutos KIM et al.,
150 mm, 5,0 pm). Acetonitrila e acetato eletrospray e humano 2004a
de amoénio 0,005 mol L' (60:40 v/v, pH espectrometria de
3,0) como fase mével massas em tandem

CLAE Coluna C-18 Capcell Pak (150 mm x 2,0 Tonizacao por Plasma 2,6 minutos KIM et al.,
mm, 5,0 pm). Acetonitrila e dgua eletrospray e humano 2004b

deionizada (pH 3,5) (80:20 v/v) como fase
movel. Vazao de fase mével a 0,2 mL
min”'

espectrometria de
massas em tandem

Continua na proxima pagina
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Tabela 1 (continuac¢io). Métodos para determinacdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

CLAE

CLAE

CLAE

CLAE

Coluna C-18 X-Terra (50 mm x 2,1
mm, 5.0 pum). Tampdo acetato de
amonio (0,02 mol L’l, pH = 3.5):
acetonitrila: metanol 40:35:25 (v/v/v)
como fase mével. Vazido de fase movel
20,28 mL min”'

Coluna analitica YMC-Pack Pro C-18
(50 mm x 4,0 mm). Acetonitrila e
4cido acetico 0,02 mol L™ (80:20 v/v)
como fase mével. Vazio de fase movel
a 0,6 mL min”!

Coluna Hypersil ODS (250 mm x 4,6
mm, 5 pm). Acido férmico 0,05 mol L
! ¢ acetonitrila (28:72, v/v) como fase
mével. Vazio de 0,3 mL min™' e
temperatura controlada de 25°C

Coluna Hypurity C-18 (150 mm x 2,1
mm, 5 pm) e temperatura de 30 °C.
Acetonitrila e dcido férmico em dgua
purificada (50:50 v/v) como fase
mével. Vazdo de 0,3 mL min™

Ionizag@o por eletrospray
e espectrometria de
massas em tandem

Ionizagdo por eletrospray
e espectrometria de
massas em tandem

Ionizagao por eletrospray
e espectrometria de
massas em tandem

Ionizag@o por eletrospray
e espectrometria de
massas em tandem

Plasma
humano

Plasma
humano

Plasma
humano

Plasma
humano

2 minutos

1,3
minutos

4 minutos

7 minutos

SALEM, IDREES, AL
TAMIMI, 2004

DOTSIKAS et al.,
2005

PISTOS,
KOUTSOPOULOU,
PANDERI, 2005

HOIZEY et al., 2005

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 (continuac¢io). Métodos para determinacdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

CLAE

CLAE

CLAE

CLAE
Semi-
microbore

Coluna ACE 5 C-18 (50 mm x 4 mm, 5 um) a 30
°C. Agua, acetonitrila, metanol e 4cido acético
glacial 20:45:35:0,06 (v/v/v/v) como fase mével e
vazao de 0,5 mL min”!

Coluna YMC Propack C-18 (50 mm x 4,6 mm).
Tampdo acetato de amonio, acetonitrila e metanol
(30:60:10, v/v) como fase mével a 0,5 mL min’!

Coluna Peerless Basic C-18 (33 mm x 4,6 mm, 5
um) mantida a temperatura ambiente. Metanol e
agua (contendo 0,5% de acido férmico) 80:20 v/v

2 ~ S|
como fase modvel e vazio de 0,6 mL min

Extrato injetado diretamente em uma pré-coluna
Capcell Pak MF Ph-1 (10 mm x 4,0 mm) usando
uma mistura de acetonitrila e tampao fosfato 0,01
Mol L (pH 2,18) (20:80, v/v) contendo 0,04% de
trietilamina. Coluna intermedidria: Capcell Pak C-
18 UG120 U (35 mm x 2,0 mm). Coluna analitica:
Capcell Pak MG C-18 (250 mm x 1,5 mm, 5 um)
usando uma mistura de acetonitrila e tampao fosfato
de potdssio 10 mMol L' (52:48, v/v, pH 2,18)
contendo 0,04% de trietilamina como fase mével e
vazao de 0,1 mL min’!

Ionizagdo por
eletrospray e
espectrometria de
massas em tandem

Tonizagao por
eletrospray e
espectrometria de
massas em tandem

Ionizagdo por
eletrospray e
espectrometria de
massas em tandem

Ultravioleta em
228 nm

Plasma
humano

Plasma
humano

Plasma
humano

Plasma
humano

2 minutos

Nao encontrado

6 minutos

40 minutos

YUZUAK et al.,
2007

CHAKRADHAR
et al., 2008

SENGUPTA et al.,
2009

SONG et al., 2004

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 (continuac¢ao). Métodos para determinacdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

CEM

CEM

CLAE

EAM no
UV por
derivadas

EAM por
derivadas

CLAE

Capilares de polimida empacotados com
silica fundida de 50 pm i.d., e 27 ou 47
cm de comprimento

Capilares de silica de 48,5 cm de
comprimento total e 50 pm i.d

Coluna C-18 (250 mm x 4,0 mm).
Tampao fosfato de sédio, pH 2,1 a 2,7 e
acetonitrila (50:50, v/v) como fase mével.
Acetonitrila e dgua (4:1) como solvente e
vazdo de fase mével a 1 mL min™

Dimetilformamida como solvente

Formacdo de um complexo entre o
farmaco e 2,3,5-trifenil-2H-cloreto de
tetrazolio em meio bésico. Metanol foi
usado como solvente

Acetonitrila e solu¢do de 4cido férmico a
2%, pH 3,5 (80:20 v/v) como fase mével
e vazdo de 0,5 mL min™'. Coluna analitica
C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum)

Deteccao por arranjo de
diodos ou ultravioleta em
200 nm

Ultravioleta em 200 nm

Ultravioleta em 228 nm

Meétodos pico a pico
(Apmr= 263,3-268,2
nm), pico a zero (Apvg=
268,2 nm) e tangente
(Apmr= 263,3-271,8 nm)

413,5 nm

Ultravioleta em 228 nm

Plasma
humano

Plasma
humano

Matéria-
prima

Comprimidos

Comprimidos

Comprimidos

10 minutos

5 minutos

Nao descrito

Nao de aplica

Nio se aplica

7 minutos

NUNEZ et al., 1995
MAIER et al., 2009
EUROPEAN

PHARMACOPOEI
A, 2008; USP, 2009

ALTINOZ,

TEKELI 2001

KHAN et al., 2009

KHAN et al., 2009

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 (continuac¢ao). Métodos para determinacdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

EAM Solugdo de hidroxido de sédio (0,1  Equacdes simultaneas, dois Comprimidos ~ Nao se aplica GOYAL,
mol L']) como solvente comprimentos de onda e SINGHVI, 2007
espectrofotometria por
derivadas
CLAE Coluna Phenomenex RP-18 (150 Ultravioleta em 228 nm Comprimidos 9 minutos LAKSHMI et al.,
mm x 4,6 mm, 5 um). Acetonitrila 2009

e tampao fosfato (pH 3,0) (65: 35
v/v) como fase moével. Vazdo de
fase mével a 0,5 mL min”'

EAM no Metanol como solvente 260,1; 280,7 e 251,5 nm para Comprimidos Nio se aplica LAKSHMI et al.,
UV por detecgdo de metformina, 2009
derivadas pioglitazona e glimepirida,
respectivamente
Polarografia Determinagdo  de  glimepirida Medidas em eletrodo de Comprimidos ~ Nao se aplica MA et al., 2005
realizada através de polarografia de Na,B407-KH,PO4 (pH 6,24 +
varredura linear na presenca de 0,1) 0,09 mol L'
K>S,08
CCD de alta Fase estaciondria contendo silica Ultravioleta em 230 nm Matéria-prima,  Nio descrito PATEL,
eficiéncia gel 60 Fys4 e tolueno: acetato de comprimidos SUHAGIA,
etila e metanol (50:45:5 v/v/v) PATEL, 2006

como fase mével

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 (continuacgao). Métodos para determinacdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

CLAE

CLAE

CLAE

CLAE

CLAE

CLAE

Coluna C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm).
Acetonitrila e tampao fosfato (pH 3,5, 0,03 Mol L'])
(48:52, v/v) como fase mével. Vazao a 1,0 ml min™!

Coluna Cosmosil C-18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm).
Citrato de amoénio 0,01 mol L (pH 6.,95),
acetonitrila e metanol (45:35:20 v/v) como fase
movel. Vazdo de 1,0 mL min”

Coluna C-18 Agilent Zorbax XDB (150 x 4,6 mm,
5 pm). Tampao fosfato de sédio contendo dodecil
sulfato de sédio pH 7.5 e acetonitrila (68:32, v/v).
Vazio de fase mével a 1 mL min”'

(;oluna Waters Symmetry (50 x 4,6 mm, 3,5 pm).
Agua e tetraidrofurano (75:25 v/v) como fase
mével. Vazdo a 1 mL min”'

Coluna Nucleosil 100-5SA (250 mm x 4,6 mm,
5 um). Fase mdvel composta de tampao fosfato de
amOnio monobdsico 1,7 % (pH 3,0) e acetonitrila
(70:30 v/v). Vazio de fase mével 1,0 mL min™'

Coluna Phenomenex Luna C8 (250 mm x 4,6 mm,
5 um). Fase mével consistindo de tampdo fosfato
(pH 7.0), acetonitrila e tetraidrofurano (73:18:09
v/v/v). Vazao de fase mével a 1,0 mL min’!

Ultravioleta em
228 nm

Ultravioleta em
228 nm

Ultravioleta em
228 nm

Ultravioleta em
228 nm

Ultravioleta em
228 nm

Ultravioleta em
228 nm

Matéria-prima

Comprimidos

Comprimidos

Matéria-prima

Comprimidos

Matéria-prima

20 minutos

7 minutos

9 minutos

6 minutos

12 minutos

53 minutos

KOVARIKOVA
et al., 2004

SANE et al., 2004

KOLTE et al.,
2005

PATHARE,
JADHAV,
SHINGARE,
2007

PAWAR,
MESHRAM,
PHADKE, 2008

KHAN et al.,
2005

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 (continuacgao). Métodos para determinacdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

CLAE

CLAE

CLAE

CLAE

CLAE

Coluna Inertsil-ODS-3 C-18 (250 mm X
4,60 mm, 5 um). Fase mével composta
de metanol e tampao fosfato (pH 4,3)
(75:25 v/v). Vazao de fase movel a 1,0
mL min™

Coluna analitica C8 (150 mm X 4,6 mm,
5 um). Acetonitrila e acetato de amonio
(pH 3,0; 0,02 Mol L") (20:80, v/v)
como fase moével. Vazao de 1,0 mL
min”'

Coluna Inertsil ODS (250 x 4,6 mm, 5
pm). Acetonitrila e acetato de amdnio
(pH 4,5; 20 mmol L") 60:40 (v/v) como
fase mével. Vazao de fase mével a 1,0
mL min™

Coluna Alltima C-18 (150 mm x 4,6
mm, 5 um). Fase mével composta de
metanol e tampao fosfato (pH 3,0; 0,01
mol L) (70:30, v/v). Vazio de fase
moével a 1,0 mL min’!

Coluna Chromolith Performance RP-
18¢ (100 mm x 4,6 mm) e vdrias
condicdes cromatograficas

Ultravioleta em 258 nm

Ultravioleta em 235 nm e
espectrometria de massas

Ultravioleta em 230 nm

Ultravioleta em 230 nm

Ultravioleta em 214, 292, 210,
228 e 214 nm para pilocarpina,
propranolol glibenclamida,
glimepirida e insulina

Comprimidos

Matéria-prima

Matéria-prima,
comprimidos

Comprimidos e
suplementos
alimentares

Matéria-prima

11 minutos

32 minutos

11 minutos

22 minutos

7 minutos

JAIN et al.,
2008

BANSAL et al.,
2008

KARTHIK et
al., 2008

YAO et al.,
2007

DEEB, PREU,
WATZIG, 2007

Continua na proxima pagina
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Tabela 1 (continuac¢ao). Métodos para determinacdo de glimepirida em fluidos bioldgicos e formas farmacéuticas

CLAE

CLAE

Acetonitrila e tampao formato de
amonio 0,01 mol L! (pH 3,0) como fase
moével em modo gradiente. Separagido
realizada em coluna Superspher 100
RP-18 (125 mm x 3 mm x 5 um).
Vazio de 0,3 mL min”!

Coluna GraceSmart RP-18 (250 mm x
4,6 mm, 5 um). Fase mével composta
de 35% de A (90% de dgua + 0,1% de
acido formico + 10% de acetonitrila) e
65% de B (90% de acetonitrila + 10%
de dgua)

Tonizacao por eletrospray e
espectrometria de massas em
tandem

Ultravioleta em 210 nm,
evaporativo com espalhamento
de luz e aerosol carregado

Solugoes 30 minutos
farmacéuticas,
comprimidos e

capsulas

Suplementos 6 minutos
alimentares e
comprimidos

BOGUSZ et al.,
2006

SHAODONG et
al., 2010

CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia, CCD = cromatografia em camada delgada, CEM = cromatografia eletrocinética micelar, EAM =
espectrofotometria de absor¢do molecular.
Fonte: BONFILIO, de ARAUJO, SALGADO, 2010.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos e ensaio de dissolu¢do para determinagdo
de glimepirida em comprimidos e avaliar a qualidade de produtos comercializados no

mercado brasileiro.

3.2. Objetivos especificos

Padronizar e validar métodos analiticos para andlise de glimepirida na forma
farmacéutica comprimidos utilizando a espectrofotometria no UV e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

Padronizar um ensaio de dissolu¢cdo para a glimepirida comprimidos e validar o
método analitico de quantificacio deste ensaio.

Aplicar os métodos validados e o ensaio de dissolu¢@o nos estudos de estabilidade.

Aplicar o ensaio de dissolucdo para estudo de equivaléncia farmacéutica de
medicamentos similares comparados ao medicamento referéncia Amaryl®.

Avaliar a possivel influéncia do polimorfismo na liberagdo do produto acabado,
utilizando a técnica de difragdo de raios-X, andlise térmica e espectrofotometria na regido
do infravermelho.

Elaborar monografia farmacopeica para o produto acabado.

Rudy Bonfilio
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4. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

4.1. Introducao

Meétodos analiticos empregados em andlises de produtos farmacéuticos sao
consideravelmente menos complexos do que métodos utilizados em andlises de farmacos e
seus metabdlitos em matrizes bioldgicas. Entretanto, a determinacido inequivoca de um
analito em formulagdes farmacéuticas € tdo importante quanto a determina¢do em matrizes
mais complexas, porque a qualidade de um produto farmacéutico estd diretamente
relacionada com a satde dos pacientes. Esta consideragdo é evidenciada pelo trabalho de
NAKASHIMA, IKEDA, WADA (2009), no qual os autores apontam que um método de
andlise pratico e preciso pode ser o primeiro passo para o uso racional de medicamentos.

Durante o desenvolvimento de um novo método analitico devem ser considerados
diversos fatores, tais como: deteccdo e separacdo de todos os compostos de interesse,
rapidez de andlise e reduzida necessidade de pré-tratamento da amostra e baixo custo
(WATZIG, 2008). Além disso, um método deve ser confidvel, ou seja, garantir que os
resultados estejam exatos, reprodutiveis e que possa ser aplicado em qualquer laboratério,
desde que este esteja apto e possua a instrumentacdo adequada. Para que se possa atingir
tais objetivos, € necessario considerar todas as caracteristicas do composto a ser analisado e
de similares disponiveis no mercado (VOGT, KORD, 2011).

No desenvolvimento de um método analitico existem varios atributos como exatidao,
precisdo, especificidade e sensibilidade que devem ser considerados ao selecionar um que

seja apropriado para uma situagdo especifica. Nem sempre € possivel ou mesmo desejdvel
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otimizar todos estes atributos simultaneamente. De forma resumida, o analista deve avaliar
toda a informacao disponivel e decidir considerando o nivel de incerteza aceitavel (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2010). Além disso, com a finalidade de obter confiabilidade em
resultados analiticos, todo trabalho de desenvolvimento deve ser adequadamente planejado
e realizado segundo planos de estudo documentados, atendendo as boas praticas de
laboratérios (BRASIL, 2010).

Apés o desenvolvimento do método, uma atividade fundamental que
tradicionalmente deve ser realizada € a validac@o analitica. O exercicio de validagcdo ¢ uma
atividade tipicamente separada e continua, que difere do desenvolvimento que ocorre
apenas uma vez (VOGT, KORD, 2011).

Tendo em vista estas consideragdes, observa-se que a validacio de métodos
analiticos, que € o processo documentado de demonstrar que o método é adequado ao uso
pretendido (JIMIDAR, HEYLEN, SMET, 2007), € um aspecto vital da garantia da
qualidade analitica, o qual tem recebido considerdvel atencdo na literatura.

Todas as técnicas analiticas usadas no desenvolvimento de produtos farmacéuticos e
para a determinacdo de suas caracteristicas relacionadas com a qualidade devem ser
validadas (RAVICHANDRAN et al., 2010). No caso de utilizacdo de métodos descritos em
farmacopeias, ndo € necessdrio proceder a validacio desde que as andlises sejam
conduzidas com estrita observacao do texto. Na maioria dos casos, especialmente quando
ha modificagcdes na composicdo do medicamento, na rota sintética ou no procedimento
analitico, € necessario revalidar a técnica analitica (WATZIG, 2008).

Antes de iniciar qualquer trabalho préitico de validacdo analitica, um protocolo de

validacdo escrito deve ser estabelecido descrevendo pelo menos as diferentes caracteristicas
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de validagdo a serem avaliadas com os critérios de aceitagdo esperados, referéncia ou
descri¢cdo do método analitico, e como a validagdo serd realizada (JIMIDAR, HEYLEN,
SMET, 2007).

E essencial que os estudos de validaco sejam representativos e conduzidos de modo
que a variagdo da faixa de concentracdo e os tipos de amostra sejam adequados. Um
método para um composto majoritdrio requer um critério de aceitacdo e uma abordagem
diferente de um método desenvolvido para andlise de tragos (RIBANI, 2004).

Para registro de novos produtos, todos os 6rgdos regulatérios do Brasil e de outros
paises exigem a validacdo de metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem
estabelecido documentos oficiais que sdo diretrizes a serem adotadas no processo de
validacdao. Um processo de validagdo bem definido e documentado oferece as exigéncias
regulatdrias evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sd@o adequados para o uso
desejado (BRASIL, 2003a; RIBANI, 2004; SWARTZ, KRULL, 2009).

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade Industrial). Estes
orgaos disponibilizam guias para o procedimento de validagdo de métodos analiticos, como
a Resolucdo RE n° 899, de 29/05/2003 da ANVISA e o documento DOQ-CGCRE-008
(revisao 03) do INMETRO, de fevereiro/2010 (BRASIL, 2003a; INMETRO, 2010;
RIBANI, 2004).

A Resolucao RE n° 899, de 29/05/2003 (BRASIL, 2003a) determina que a validagdo
deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das

aplicagcdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
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apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de
quantificacdo, limite de deteccdo e exatiddo adequados a anélise.

Além dos 6rgdos nacionais, vdrios guias internacionais que tratam de validagcdo
servem de base em todo o mundo para autoridades regulatérias e para o setor industrial.
Dentre esses, os principais guias sdo: World Health Organization (WHO, 1999; WHO,
2006), Food and Drug Administration (FDA, 2000), Eurachem (EURACHEM, 1998;
EURACHEM, 2000), International Standard Organization (ISO 2004; ISO 2008),
International Union of Pure and Applied Chemistry (THOMPSON, ELLISON, WOOD,
2002), Association of Official Analytical Chemist (AOAC, 2000), International

Conference on Harmonisation (ICH, 2005) e United States Pharmacopoeia (USP, 2011).

4.1.1. Parametros de validacao analitica

Uma descricdo dos parametros que podem ser avaliados na valida¢do de um método,

segundo a literatura nacional e internacional € dada a seguir:

Especificidade e Seletividade: Alguns autores consideram seletividade e
especificidade como termos diferentes, pois o termo seletivo refere-se ao método que pode
determinar um analito particular em uma mistura complexa com a minima interferéncia dos
outros componentes desta mistura. A seletividade, portanto, pode ser classificada como
alta, baixa, parcial, etc. J4 o termo especifico se refere sempre a um método que apresenta

100% de seletividade (ARAUJO, 2009). Entretanto, alguns autores consideram ambos os
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termos equivalentes (TAVERNIERS, LOOSE, BOCKSTAELE, 2004; WHITMIRE et al.,
2010).

A seletividade de um método analitico € demonstrada através de dados que
comprovem a auséncia de interferéncia de produtos de degradagdo, solventes, impurezas,
intermediarios de sintese, matriz, etc (WATZIG, 2008; RAVICHANDRAN et al., 2010).

A seletividade pode ser acessada de varios modos. O primeiro é pela comparagdo
entre a matriz sem o analito e a matriz adicionada do analito. Neste caso, os possiveis
interferentes ndo devem afetar o resultado do ensaio, pois qualquer contribuicdo da matriz
na resposta leva a erros sistemdticos constantes ou proporcionais (WATZIG, 2008).

Se a matriz sem o analito ndo € disponivel, a determinacdo da seletividade pode ser
realizada através da comparacdo entre a inclinagdo de duas curvas analiticas. Uma das
curvas deve ser construida com a amostra (incluindo a matriz) € a outra curva deve ser
construida sem a matriz (utilizando apenas matéria-prima ou padrdo). A seletividade é
entdo confirmada se a inclina¢do das duas curvas € similar e, portanto, a matriz ndo causa
interferéncia no método (BRUCE, MINKKINEN, RIEKKOLA, 1998).

Um modo adicional de acessar a seletividade de métodos cromatograficos € pela
medida da pureza do sinal analitico usando o detector de arranjo de diodos ou o detector de
massas (TTWARI, TIWARI, 2010). Nesta abordagem, adicionam-se apropriados niveis de
impureza na substdncia em andlise e a pureza do sinal é acessada para confirmar que
nenhum outro composto coeluiu com o analito. Quando impurezas ndo estdo disponiveis, o
analito pode ser exposto a varias condicdes de estresse, que forcam a criagdo de produtos de
degradacdo (por exemplo: luz, calor, umidade, hidrélise d4cida/bdsica, oxidagdo)

(CHANDRAN, SINGH, 2007).
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Quando o método ndo demonstra seletividade adequada, isto frequentemente indica
que o método ndo foi adequadamente desenvolvido. Como consequéncia, é provavel que os
critérios para estabelecidos para precisdo, linearidade e exatiddo ndo sejam preenchidos
(JIMIDAR, HEYLEN, SMET, 2007).

Para determinacdo de seletividade de métodos aplicados a ensaios de dissolucdo, a

USP 2011 recomenda que qualquer interferéncia nao deve exceder 2,0%.

Linearidade: E a capacidade de um método analitico demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente (ou indiretamente, através de uma transforma¢do matemadtica bem
definida) proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (ICH, 2005; RAVICHANDRAN et al., 2010). Frequentemente, a linearidade é
medida pelo coeficiente de correlagdo (r) e pelo intercepto da equagao produzida, quando se
correlaciona a resposta em func¢do da concentragdao. Um alto coeficiente de correlagdo
significa que os dados se ajustam bem com a linha de regressio e, em andlises
farmacéuticas, um coeficiente de correlacdo maior do que 0,999 é geralmente considerado
aceitavel (FDA, 2000). Entretanto, segundo a ANVISA (Brasil, 2003a), um coeficiente de
correlacdo de 0,99 € considerado aceitdvel. Além disso, o intercepto ndo deve ser
estatisticamente diferente de zero (TAVERNIERS, LOOSE, BOCKSTAELE, 2004).

Em analises farmacéuticas, as curvas analiticas sao usualmente construidas utilizando
somente um padrao de referéncia diluido em solvente adequado. Entretanto, se o intercepto
¢ diferente de zero, a curva analitica deve ser preparada por adi¢do de padrdo na matriz
(WHITMIRE et al., 2010). A principal vantagem deste recurso é que fornece uma melhor

correspondéncia com a composi¢do da amostra. Esta técnica também € utilizada na
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constru¢cdo de curvas analiticas, para quantificar amostras que apresentam interferéncia de
matriz. Entretanto, apesar de se obter uma calibragdo mais confidvel com o método de
superposi¢do da matriz, ele ndo elimina problemas analiticos tipicos, pois a intensidade de
um efeito na matriz pode diferir de uma matriz para outra (RIBANI, 2004).

Na prética, a linearidade € avaliada através do preparo de solugdes contendo a
substancia a ser quantificada em diversas concentracdes, cobrindo toda a faixa de trabalho.
A farmacopeia americana (USP, 2011) e o ICH (ICH, 2005) recomendam um minimo de
cinco concentragdes cobrindo de 80 até 120% da concentragdo utilizada no ensaio.
Entretanto, a IUPAC (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 2002) recomenda seis ou mais
concentracdes cobrindo de 50 a 150% da concentragdo utilizada no ensaio. A AOAC
(AOAC, 2000) recomenda que quatro niveis de concentracdo devam ser utilizados durante
trés diferentes dias. Estas concentragdes sdo Y2x, 1x, 3/2x, 2x da concentracgdo utilizada no

ensaio.

Intervalo: O intervalo especificado € a faixa entre as maiores € menores
concentracdes esperadas para o analito, onde sdo requeridos exatidao, linearidade e
precisdo (WATZIG, 2008). A literatura descreve diferentes termos que se referem a este
parametro: intervalo (ou faixa) linear, intervalo (ou faixa) analitico (a), intervalo (ou faixa)
de calibracdo, intervalo (ou faixa) dinamico (a) e intervalo (ou faixa) de trabalho
(ARAUIJO, 2009). Normalmente, este parametro é derivado do estudo de linearidade e

depende da aplicagdo pretendida do método (BRASIL, 2003a).
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Precisdo: A precisdo é definida como a proximidade de resultados quantitativos
obtidos em uma série de medidas, sob condicdes especificadas (ISO, 2004). Esta é
considerada em trés niveis: repetitividade, precisao intermedidria e reprodutibilidade:

e Repetitividade: é definida como a concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentagdo (ICH, 2005). E
expressa através do desvio padrdo relativo (D.P.R.) ou coeficiente de variacdao (C.V.) entre
as respostas analiticas (JIMIDAR, HEYLEN, SMET, 2007; WHITMIRE et al., 2010).
Subdivide-se em repetitividade do sistema e repetitividade das andlises:

Repetitividade do sistema: E avaliada através de miltiplas andlises da mesma
solugdo.

Repetitividade das andlises: Estd relacionada com todos os aspectos do método,
incluindo a preparacdo da amostra. A repetitividade das andlises € verificada por, no
minimo, 9 (nove) determinacgdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3
(trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada (ISO, 2008) ou minimo
de 6 determinagdes a 100% da concentracdo do teste (ICH, 2005). A IUPAC, entretanto,
especifica que pelo menos 7 solugdes devam ser analisadas para se obter uma boa
estimativa de precisao (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 2002).

e Precisdo intermedidria: concordancia entre os resultados do mesmo laboratoério,
mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes
(JIMIDAR, HEYLEN, SMET, 2007). Para a determinacdo da precisdao intermedidria
recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes. Nessa abordagem,

ndo menos que seis solucdes independentes devem ser preparadas nas concentragdes
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proximas a concentragdo utilizada no ensaio a ser validado (EPSHTEIN, 2004). Para se
demonstrar que a média dos resultados obtidos com dois analistas, em dois ou mais dias, ou
utilizando equipamentos diferentes sdo equivalentes, pode-se utilizar uma andlise de
variancia ou teste f. Entretanto, de acordo com Epshtein, 2004, é mais conveniente
demonstrar a precisao intermedidria em termos de desvio padrao relativo.

e Reprodutibilidade (precisdo interlaboratorial): concordancia entre os resultados
obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusio do método em
farmacopeias. Estes dados ndo precisam ser apresentados para a concessdo de registro
(BRASIL, 2003a). Uma busca na literatura revela que os estudos utilizam oito ou mais
laboratérios para demonstrar equivaléncia estatistica entre os resultados obtidos (HSU,
HUANG, 1992; HORWITZ, 1994; BUCHHEIT, DAAS, JONSSON, 2002).

Os critérios de aceitacdo de precis@o de métodos utilizados em andlises farmacéuticas
variam de acordo com a referéncia. Segundo a RE n° 899 (BRASIL, 2003a), o valor
mdximo de desvio padrio relativo aceitdvel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo se admitindo valores superiores a 5%. Segundo Epshtein (2004) e
Ravichandran et al. (2010), o desvio padrao relativo entre os resultados deve ser inferior a
1,0% para matérias-primas, inferior a 2,0% para produtos acabados e inferior a 10% para
impurezas. Segundo o INMETRO (2010), pode-se estimar um limite de repetitividade para
cada método, que € calculado através do desvio padriao amostral em cada concentragdo,
multiplicado pela raiz quadrada de dois, multiplicado por um valor ¢, com n-1 graus de

liberdade e 99% de confianga.
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Para determinacgdo de precisdo de métodos aplicados a ensaios de dissolucdo, a USP
2011 recomenda um desvio padrdo relativo inferior a 10,0% nos pontos de amostragem
com menos de 85,0% de dissolu¢@o e um desvio padrao relativo inferior a 5,0% nos pontos
de amostragem com mais de 85,0% de dissolucdo. Porém, a farmacopeia especifica que o
critério de aceitagdo pode ser produto-especifico e outros testes estatisticos e limites devem

ser usados.

Exatiddo: A exatiddo de um método analitico é a proximidade entre os resultados
médios obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (ICH, 2005;
WHITMIRE et al., 2010). A exatiddao deve ser determinada por toda a faixa do
procedimento analitico (ICH, 2005) e € expressa em termos de porcentagem de
recuperacao, erro relativo ou desvio em relagdo ao valor teérico (WHITMIRE et al., 2010).

Existem varios modos de determinar a exatiddo de um método analitico. Quando o
material de referéncia certificado € disponivel, a exatiddo deve ser determinada pela
comparacdo do valor medido com o valor declarado pelo material de referéncia
(RAVICHANDRAN, 2010). Neste caso, a exatiddo deve ser expressa como a diferenca
entre a média obtida e o valor declarado, juntamente com o intervalo de confianca (ICH,
2005). A exatidao pode também ser determinada através da comparagdo dos resultados de
um procedimento analitico proposto com os resultados obtidos utilizando um segundo
método de referéncia bem caracterizado (TAVERNIERS, LOOSE, BOCKSTAELE, 2004).
Quando um material de referéncia certificado ou um método referéncia ndo € disponivel,
um estudo de recuperagdo deve ser realizado. Esse procedimento € realizado pela adi¢do de

quantidade conhecida do analito (por peso ou volume) no branco (matriz)
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(RAVICHANDRAN, 2010). A recuperagdo € entdo calculada pela divisdo da quantidade
encontrada pelo método pela quantidade tedrica adicionada e multiplicando-se o valor por
100. Quando a matriz ndo € disponivel, o analito € entdo adicionado na amostra

(RAVICHANDRAN, 2010), e a recuperacgao € calculada utilizando a Equagao 1:

(1 C2)
R(%) = o3~ x100% (1)

em que: C/ = concentracao do analito na amostra fortificada, C2 = concentracao do analito
na amostra ndo fortificada e C3 = concentra¢do do analito adicionada a amostra fortificada
(INMETRO, 2010).

De acordo com a ICH (ICH, 2005), a exatiddao deve ser estimada por meio de nove
medidas em pelo menos trés diferentes concentracdes (trés réplicas de uma concentragao
baixa, trés réplicas de uma concentra¢cdo média e trés réplicas de uma concentragdo alta).
Entretanto, o FDA (FDA, 2000) recomenda que a exatidao deva ser determinada em trés
niveis de concentracio em cinco réplicas de cada nivel.

Os limites de porcentagem de recuperacdo aceitdveis dependem da faixa de
concentracdo da amostra a ser medida, do tipo de matriz e do nivel de qualidade requerido
pelo método. Segundo a literatura, os seguintes limites sdo aceitdveis: 99,0 a 101,0% para
andlise quantitativa de matérias-primas ou medicamentos com uma alta quantidade de

componente ativo (acima de 98%); de 98,0 a 102,0% para andlise de medicamentos
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contendo menos de 98% de substancia ativa; 90,0 a 110,0% para determinacdo de
impurezas presentes acima de 1% na amostra; de 75,0 a 125,0% para determinacao
quantitativa de impurezas presentes de 0,1 a 1% na amostra e de 50,0 a 150,0% para
determinacdo quantitativa de impurezas presentes a uma porcentagem inferior a 0,1% em

relacdo a amostra (EPSHTEIN, 2004).
Para determinacao de exatiddo de métodos aplicados a ensaios de dissolucdo, a USP

2011 recomenda valores entre 95,0% e 105,0%.

Limite de Deteccdo: Limite de deteccio (LD) € a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado,
sob as condi¢des experimentais estabelecidas (ICH, 2005).

Virias abordagens para determinacdo do limite de detec¢dao sdo possiveis. Para
métodos analiticos que exibem ruido, pode-se determinar o limite de detec¢do pela relagdao
sinal/ruido. Essa abordagem € realizada pela comparacao do sinal medido a partir do branco
com baixas concentragdes conhecidas do analito. De acordo com Ravichadran (2010), uma
relacdo sinal/ruido de 3:1 ou 2:1 € geralmente considerada adequada para se estabelecer o
limite de deteccao.

Entretanto, 0 modo mais comum de se determinar o limite de detec¢io € baseado na
inclinacdo e no desvio padrao da resposta analitica ao nivel de concentracdo zero. A
inclinacdo pode ser estimada a partir da curva analitica obtida no estudo de linearidade.

Entretanto, é recomendado determinar a inclinacdo utilizando uma curva analitica

construida em concentragdes préximas ao limite de detec¢io (EPSHTEIN, 2004). O valor
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do desvio padrdo pode ser determinado utilizando-se dez andlises sequenciais do analito em
concentracdes correspondendo a 0,01% a 0,05% da concentragdo tedrica do teste
(EPSHTEIN, 2004). Uma alternativa é construir vérias curvas analiticas em concentracdes
proximas ao limite de detec¢do e determinar o desvio padrdo entre as interse¢des das

curvas. O limite de detecc¢do € entdo expresso pela Equacao 2:

LD = 3(DP/a) (2)

em que: DP € o desvio padrdo das respostas e a € a inclinagdo da curva analitica, os quais
podem ser calculados de acordo com o pardgrafo acima.

Outro modo de se determinar o limite de detec¢@o € a partir da concentra¢gdo minima
em que o desvio padrdo relativo entre cinco determinagdes analiticas sequenciais nao

exceda 20% (EPSTHEIN, 2004).

Limite de Quantificacio: E a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitdveis (ICH, 2005). O limite de
quantificacdo € um pardmetro determinado principalmente para ensaios quantitativos de
impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de degradacio em formas
farmacéuticas (RAVICHANDRAN, 2010).

O limite de quantificagdo pode ser calculado baseado na relacdo sinal/ruido. De

acordo com esse método, € encontrada uma solucdo referéncia inicial do composto

analisado que produza uma relacdo sinal/ruido préxima de 30. Essa solu¢do € entdo
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sequencialmente diluida até que se obtenha uma relacdo sinal/ruido de 10. Essa
concentragdo é entdo considerada o limite de quantificagdo (EPSTHEIN, 2004).
No entanto, o limite de quantificagdo também pode ser determinado baseado no

desvio padrdo das respostas e na inclina¢do, pela Equacao 3:

LQ = 10(DP/a) 3)

em que: 6 € o desvio padrdo das respostas € S € a inclinagdo da curva analitica.

O desvio padrdao das respostas e a inclinagdo das curvas analiticas podem ser
calculados do mesmo modo como apresentado no célculo do limite de deteccdo, usando a
curva analitica do estudo de linearidade ou uma curva construida em concentragdes
préximas ao limite de quantificagao (ICH, 2005).

Entretanto, as duas primeiras abordagens descritas apresentam a desvantagem de
ndo levar em conta os requerimentos de precisdo e exatiddo, que devem ser preenchidos
para célculo de limite de quantificagdo. O limite de quantificacdo, porém, pode ser obtido a
partir de estudos de precisdo e exatidao. Nesta abordagem, concentragdes decrescentes do
analito adicionado na matriz sd@o analisadas repetidamente. As recuperagdes e desvios
padrdes relativos sdo entdo calculados em cada concentragdo. Se os limites de exatidao e
precisdo pré-definidos sdo excedidos, a concentracdo correspondente € estabelecida como o

limite de quantificagdao (TSIKAS, 2009; SHRIVASTAVA, GUPTA, 2011).
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Robustez: A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal (DEJAEGHER, VANDER HEYDEN, 2007).

A robustez € usualmente estudada por meio de variagdes de parametros tipicos que
sdo capazes de influenciar os resultados da andlise. Segundo a RE n° 899 (BRASIL, 2003a)
os fatores que devem ser levados em consideragdo na determinacdo de robustez de um
método espectrofotométrico sdo: variagdo do pH da solucdo, temperatura e diferentes
fabricantes de solventes. Com relacdo a métodos cromatograficos as variagoes
recomendadas sdo: contetido de solvente organico na fase mével (x 2%), quantidade de
aditivos utilizados na fase movel (sais, reagentes de par idnico, etc) (x 10%), pH do tampao
utilizado na fase movel (+ 0,5), temperatura da coluna cromatografica (£ 5 °C), tempo de
extracdo do composto (£ 20%), composicdo da solucdo utilizada na extra¢do (x 5%),
propor¢ao do gradiente da fase mével (£ 2%), vazdo da fase mével e tipo e/ou fabricante da
coluna cromatografica (EPSHTEIN, 2004). Para ensaios de dissolug¢do, além dos
pardmetros que devem ser variados no método usado para quantificacdo, a robustez deve
ser ensaiada variando-se a composi¢do do meio (concentracido de tampao e/ou surfactante),
pH, volume e temperatura do meio de dissolucdo e velocidade de agitagdo dos aparatos
(USP, 2011). A Eurachem (EURACHEM, 1998) recomenda que cada mudancga deva ser
realizada separadamente e os efeitos na precisao e exatidio do método sejam avaliados para
cada condi¢do experimental.

Uma alternativa para avaliagdao de robustez é a abordagem multivariada. Youden e
Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975) propuseram um teste no qual a ideia bdsica é

introduzir varias mudancas simultaneamente de tal forma que os efeitos individuais possam
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ser avaliados. Este teste consiste na avaliacdo de sete varidveis que podem influenciar no
resultado, se os seus valores nominais forem levemente alterados. O efeito de cada variavel
¢ investigado em dois niveis: o nivel alto, representado por letras maitsculas (A, B, C, D,
E, F e G), e o nivel mais baixo, representado por letras mindsculas (a, b, ¢, d, e, f e g). Uma
matriz proposta pelos autores indica a combinagdo dos sete niveis em um total de oito
experimentos. A partir dos resultados de cada experimento, é possivel estimar o efeito de
cada varidvel pela diferenca entre a média dos resultados obtidos com as quatro andlises
realizadas no nivel mais alto e a média dos resultados obtidos com as quatro andlises
realizadas no nivel mais baixo. Se a diferenga for maior do que o critério desvio padrdo
multiplicado por raiz quadrada de dois, a varidvel tem um efeito significativo e, portanto,
influencia no método analitico, devendo desta forma ser controlada. Apesar de ter sido
proposta em 1975, vdrios trabalhos publicados recentemente empregaram esta metodologia
na determina¢do da robustez (NEVADO et al., 2005; CESAR, PIANETTI 2009; FORTI,
SCORTICHINTI, 2009; GAMBA et al., 2009; LUTEROTTI, KORDIC, 2011).

Outras abordagens multivariadas utilizadas para determinagdo de robustez de método
analitico sdo planejamentos fatoriais completos, planejamentos fatoriais fraciondrios,
planejamentos Plackett—Burman e metodologias de superficie de respostas. Estas
abordagens apresentam as vantagens de possibilidade de andlise de varios fatores (ou
varidveis) simultaneamente com um reduzido nimero de experimentos (DEJAEGHER,

VANDER HEYDEN, 2007).
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4.2. Parte experimental

4.2.1. Material

4.2.1.1. Substancia de referéncia

A substancia utilizada como padrao de referéncia (padrdao secundério) foi a matéria-
prima glimepirida (CAS 93479-97-1), adquirida da empresa Zhejiang Xianju Huakang
Pharmaceutical & Chemical Co., Ltd. (Xianju, China), quimicamente descrita como 1-[[4-
[2-(3-etil-4-metil-2-0x0-3-pirrolino-1-carboxamido)  etil] fenil]  sulfonil]-3-(trans-4-
metilcicloexil) ureia. O teor de glimepirida padrao secundério foi estimado pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, desenvolvido durante a parte experimental deste
trabalho. Foi obtido um valor de 100,1% em relag@o ao padrao primario.

O padrdo primdrio utilizado na padronizagdo foi a glimepirida adquirida da empresa

Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), teor declarado de 100,0%.

4.2.1.2. Produtos farmacéuticos

Os produtos usados no desenvolvimento e validacdo dos métodos foram comprimidos

contendo 1, 2 e 4 mg de glimepirida (teor rotulado), sob 0 nome comercial de Amaryl®, do

laboratdrio Sanofi Aventis, adquiridos comercialmente em Araraquara/SP.
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Formulas unitarias:

Amaryl® 1 mg: Glimepirida (I mg), lactose monoidratada, amidoglicolato de sédio,
povidona K25, celulose microcristalina, estearato de magnésio e corante 6xido de ferro

vermelho. Lote 800825.

Arnaryl® 2 mg: Glimepirida (2 mg), lactose monoidratada, amidoglicolato de sddio,
povidona K25, celulose microcristalina, estearato de magnésio, corante 6xido de ferro

amarelo e indigotina laca de aluminio (corante indigo carmim). Lote 900477.

Amaryl® 4 mg: Glimepirida (4 mg), lactose monoidratada, amidoglicolato de sédio,
povidona K25, celulose microcristalina, estearato de magnésio e indigotina laca de

aluminio (corante indigo carmim). Lote 902570.

4.2.1.3. Placebos

No desenvolvimento e avaliacdo de seletividade dos métodos foram preparados
placebos, utilizando quantidades de excipientes normalmente presentes em um
comprimido. Entretanto, as concentra¢des de alguns excipientes que siao utilizados em
baixas quantidades (polivinilpirrolidona e estearato de magnésio) foram aumentadas, a fim

de se observar se estes excipientes realmente ndo interferem nas respostas analiticas dos
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métodos. A preparagdo destes placebos foi realizada através de mistura fisica dos

excipientes, nas proporcdes descritas a seguir:

Placebo de Amaryl® 1 mg:

Lactose monoidratada...........cceeveerienieniinieniieiicniceie e 50%
Amido glicolato de SOAI0.........eeeruieriiiiniiiiiierieeete e 25%
Povidona K25.....cccooiiiiiiiiiiiiccc e 10%
Celulose microCriStalina...........cccuveeeeriirieniieeiiieieeececeeee e 7%
Estearato de magnésio.........coovuiiiriiinieiniiinieeeeeeiee et 8%
OxXido FITICO VEIMEINO..........veceeeeeeeeeeeeeeeeee e, qg.s.

Placebo de Amaryl® 2 mg:

Lactose monoidratada...........cceeveerienieniinieniieeiiniceie e 50%
Amido glicolato de SOAI0........ueevuieiiiiiiniiiiiiiieeete e 25%
Povidona K25.....cccooiiiiiiiiiie e 10%
Celulose microCTiStalina...........cevueerueeriirienieeiieie et 7%
Estearato de magnésio.........ceerueierieiniieeiieeieeee et 8%
OXido FITICO AMATELO.........veeeeeeeee e qg.s.
Indigotina laca de aluminio...........ccoeeerieeiiiiniie e q.s.
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Placebo de Amaryl® 4 mg:

Lactose monoidratada...........ceecueerieeiiiieniiieiieeniee st 50%
Amido glicolato de SOAI0........eeevuiiiriiiiniiiiiierieeeee e 25%
PolivinilpirrolidOna........cooueiiiieiiiiiieeieeeecee e 10%
Celulose MiCTOCTIStAlING. ....cc..eeeruiiirieeriieeiiee et 7%
Estearato de magnésio.........couvuiiiiiiniieniiiieeeie et 8%
Indigotina laca de aluminio..........ccooueerriieiiieiniieiiieeeee e qg.s.

4.2.1.4. Equipamentos

Aparelho de ultrassom Unique® modelo USC2800A (Indaiatuba, Brasil);

Balancga analitica Kern® modelo 410 (Kern, Alemanha);

Balancga analitica Mettler® modelo H10 (Barueri, Brasil);

Coluna Waters Symmetry® C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) e pré-coluna Waters
Symmetry® C-18 (20 mm x 3,9 mm, 5 pm) (Milford, EUA);

Coluna Zorbax ODS Agilent® C-18, (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) (Santa Clara, EUA);
Cromatégrafo a liquido da marca Waters® (Milford, EUA), composto de bomba
cromatogrifica gradiente bindria Waters® 1525, injetor manual Rheodyne® 7725i
(California, EUA) e detector UV-Vis Waters® 2487 (Milford, EUA);

Cromatégrafo a liquido Shimadzu®, modelo LC-20AD (Kyoto, Japdo), equipado com duas

bombas LC-20AD, valvula seletora de solvente FCV-10 ALvp, degaseificador de
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membrana DGU-20AS, auto-injetor SIL-20A, interface CBM-20A, detector UV-Vis e
software Class-VP;

Espectrometro de massas do tipo “ion-trap” Bruker Daltonics GmbH® (Bremen,
Alemanha);

Destilador Nova Técnica® modelo NT 425 (Sao Paulo, Brasil);

Espectrofotometro UV/Vis Shimadzu® (Kyoto, Japdo), duplo-feixe, modelo 1601PC,
equipado com modo de derivagdo interna, com software UVPC 3.1 (Shimadzu®, Kyoto,
Japao) e cubetas de quartzo de 1 cm;

Filtros de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicos com 0,45 pm de poro (Millipore®,
Bedford, EUA).

Membranas de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicas com 0,45 pum de poro e 47,0 mm de
diametro (Millipore®, Bedford, EUA);

Papel de filtro quantitativo isento de cinzas Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Peagdmetro Marconi® modelo PA 200 (Piracicaba, Brasil);

Peagdmetro Mettler® modelo Delta 345 (Barueri, Brasil);

Sistema de filtracdo a vacuo Nova Técnica® (Sao Paulo, Brasil);

Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore®, Bedford, EUA).

4.2.1.5. Solventes e reagentes

Acetato de sodio triidratado Synth® (Diadema, Brasil);

Acido acético glacial Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil).
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Acido cloridrico Quemis® (Araraquara, Brasil);

Agua ultrapura — dgua Milli-Q;

Etanol Synth® (Diadema, Brasil);

Fosfato de potdssio monobdsico Merck® (Rio de Janeiro, Brasil);
Fosfato de s6dio monobasico monoidratado Reagen® (Colombo, Brasil);
Hidréxido de sédio PA Dinamica® (Sao Paulo, Brasil);
Hidréxido de sédio PA Impex® (Diadema, Brasil);

Lauril sulfato de sédio Henrifarma® (Sao Paulo, Brasil);
Metanol grau HPLC Sigma—Aldrich® (St. Louis, EUA);

Metanol grau HPLC Tedia company® (Fairfield, EUA);
Peréxido de hidrogénio Merck® (Darmstadt, Alemanha);

Polissorbato 80 Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

4.2.2. Espectrofotometria na regiao ultravioleta

4.2.2.1. Selecao de solvente

A solubilidade de glimepirida foi testada em diversos solventes pesando-se

exatamente 1,0 mg de glimepirida SR, que foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL.

Em seguida o volume foi completado com o solvente testado.
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4.2.2.2. Espectro de absorcao de glimepirida

O espectro de absor¢do de glimepirida-SR foi obtido em solucdo de hidréxido de
sédio 5 mmol L, na concentracio de 10 pg mL™ de glimepirida. As leituras foram
realizadas entre 200-800 nm em espectrofotometro Shimadzu UV-1601, utilizando-se
cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico, com banda espectral de 2 nm, velocidade
de varredura de 3200 nm/min e intervalo de agrupamento de dados de 0,2 nm. O software
UVPC 3.1 permitiu a diferenciacdo para obtengcdo do espectro de segunda derivada,
utilizando delta lambda (AA) de 8 nm. Os valores de amplitude foram obtidos a partir do
espectro de segunda derivada em unidades de distancia dos picos em relacao a linha de base
nos comprimentos de onda de 279,0; 257,5 e 256,3 nm para quantificagdo dos produtos
Amaryl® 1 mg, Amaryl® 2 mg e Amaryl® 4 mg, respectivamente. Todas as respostas
analiticas obtidas a partir dos espectros de segunda derivada foram multiplicadas por 100
(fator de escala de 100) utilizando um recurso do software UVPC 3.1 e todas as medidas

foram efetuadas utilizando-se solucdo de hidréxido de sédio 5 mmol L™ como branco.

4.2.2.3. Validacao

A validacdo do método espectrofotométrico foi realizada de acordo com
especificacdes do ICH (ICH, 2005) onde foram determinadas as seguintes caracteristicas:
Seletividade: foi avaliada pela possivel interferéncia dos excipientes na determinacao

quantitativa de glimepirida, comparando-se os espectros de absor¢do de segunda derivada
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obtidos do farmaco com os espectros dos excipientes presentes nos produtos farmacéuticos.
Foi preparada solucdo de glimepirida na concentragdo de 10,0 pg mL" em NaOH 5 mmol
L. Paralelamente, uma solucio contendo os excipientes dos produtos Amaryl® 1, 2 e 4
mg, presentes nos comprimidos, foi preparada em NaOH 5 mmol L utilizando diluigo
equivalente a solucdo de glimepirida-SR, em conformidade com o peso médio dos
comprimidos. As solu¢des preparadas para o teste foram colocadas em banho de ultrassom
por 30 minutos. Os espectros de absorcdo foram comparados, verificando a possivel
interferéncia dos excipientes na determinagdo do teor de glimepirida.

Linearidade: foi avaliada pela andlise de regressao de trés curvas analiticas auténticas,
construidas em trés diferentes dias. Sete niveis de concentracdo foram obtidos (2 a 40 pg
mL™"). Para a obtencdo da curva analitica, foram pesados 12,5 mg de glimepirida-SR,
transferidos para baldo volumétrico de 250 mL, dissolvidos em NaOH 5 mmol L'e
mantidos em aparelho de ultrassom por 30 minutos, para melhor solubilizacao. Com a
utilizac@o de bureta foram obtidas solu¢des com concentragdes de 2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0;
30,0 e 40,0 ug mL™" de glimepirida-SR. Foi feita a varredura entre 220-300 nm, obtendo-se
o espectro de segunda derivada das solugdes e posterior leitura em 279,0; 257,5 e 256,3 nm,
utilizando NaOH 5 mmol L como branco. Foram construidas trés curvas analiticas
utilizando o programa Microsoft Excel.

Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ): foram determinados pelas

equagdes 2 e 3, indicadas pelo ICH (ICH, 2005):

LD = 3(DP/a) 2)
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LQ= 10(DP/a) (3)

em que DP = desvio padrdo das intersec¢des e a € a inclinagdo média das trés curvas
analiticas obtidas no estudo de linearidade.

Precisdo: foi analisada aos niveis de repetitividade e precisdo intermedidria. A
repetitividade foi avaliada pela andlise de seis solu¢des de glimepirida-SR, com
concentragio tedrica de 10 pg mL™, preparadas no mesmo dia e sob as mesmas condi¢des
experimentais. Estas solucdes foram preparadas pesando-se exatamente 10,0 mg de
glimepirida-SR e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 mL e completando-se o
volume com NaOH 5 x mmol L', Em seguida, 1 mL da solug¢do foi transferido com auxilio
de micropipeta para baldao volumétrico de 10 mL e o volume foi completado utilizando o
mesmo solvente. Calculou-se o desvio padrdo relativo entre as determinacdes. A precisao
intermedidria foi avaliada pela repeticdo do procedimento em dois diferentes dias, por dois
diferentes analistas.

Exatiddo: Foi avaliada pelas medidas de recuperacdao de glimepirida-SR adicionadas
em amostras de Amaryl® 1, 2 e 4 mg em triplicata, em trés niveis de concentracio: 80, 100
e 120% da concentracdo tedrica do método, adicionados no comeco do procedimento, de
acordo com recomendacdes do ICH (ICH, 2005). Foi preparada solugcdo estoque de
glimepirida-SR em NaOH 5 mmol L' com concentracio de 50,0 pg mL™. Esta solucdo foi
preparada pesando-se exatamente 10,0 mg de glimepirida-SR, transferindo-se para balao
volumétrico de 200 mL e completando-se o volume com NaOH 5 mmol L. A partir do
peso médio das amostras de Amaryl® 1, 2 e 4 mg, foram preparadas solucdes da amostra

em NaOH 5 mmol L' com concentracio de 50,0 pg mL™’. Esta solucdo foi preparada
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pesando-se exatamente 2,5 pesos médios de comprimidos contendo glimepirida,
transferindo-se para baldo volumétrico de 200 mL e completando-se o volume com NaOH
5 mmol L. Os adicionados foram entdo preparados, transferindo-se as solucdes estoques
para baldo volumétrico de 10 mL com auxilio de micropipeta, completando-se o volume
com NaOH 5 mmol L. A Tabela 2 relaciona as concentracdes das solucdes obtidas para o
teste de recuperacdo de glimepirida-SR usando método de espectrofotometria derivada na

regidao UV.

Tabela 2. Concentracdes das solucdes do teste de recuperacdo aplicado a amostra de glimepirida usando
método de espectrofotometria derivada na regidao UV 279,0; 257,5 e 256,3 nm para quantificagdo dos

produtos Amaryl® 1 mg, Amaryl® 2 mg e Amaryl® 4 mg, respectivamente

Volume de solu¢do amostraa  Volume de solugdo padrdo a 50 Concentragao

50 g mL"! adicionado em ug mL"! adicionado em baldo tedrica final
baldo volumétrico de 10 mL volumétrico de 10 mL (mL) (ng mL'l)
(mL)
P - 1 5
A 1 - 5
R; (80%) 1 0,6 8
R, (100%) 1 1 10
R; (120%) 1 1,4 12

Robustez: Foi avaliada através do teste de robustez de Youden e Steiner (YOUDEN,
STEINER, 1975), no qual sete varidveis que podem interferir no resultado analitico foram
alteradas, com posterior andlise dos dados. As sete varidveis selecionadas foram:
concentracdo de hidréxido de sodio, fornecedor de hidréxido de sd6dio, comprimento de
onda, tempo de sonicacdo, marca de cubeta, delta lambda (AL) e velocidade de varredura.

As condi¢des normais das varidveis foram denotadas por letras maitsculas A, B, C, D, E, F
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e G e seus valores alternativos foram denotados pelas correspondentes letras minusculas a,
b, c, d, e, f e g. Um total de oito experimentos foram conduzidos, como indicado na Tabela
3. A partir destes resultados, o efeito de cada varidvel foi estimado pela diferenca entre a
média dos resultados das quatro andlises com letra maitdscula e a média dos resultados das
quatro andlises com letra mintscula. Considerando o desvio padrdo entre os oito resultados,
os valores de efeito maior do que o produto do desvio padrdo pela raiz quadrada de dois

(sV2) foram considerados significantes e, portanto, alteram a resposta analitica.

Tabela 3. Variaveis e seus niveis usados em estudo de robustez, de acordo com teste de robustez de Youden

e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975)

> Condig¢oes Condigdes Con_dlgao

Varidvel nominais alternativas experimental

1 2345678
Concentracdo de NaOH 5 mmol L™ (A) 4 mmol L (a) A AAAaaaa
Fornecedor de NaOH Impex (B) Dinamica (b) B BbbBBbDb
Comprimento de onda Otimo (C) Aumentode2nm (¢c) C ¢ Cc Cc Cc
Tempo de sonicagdo 30 min (D) 20 min (d) D DddddDD
Cubeta Marca 1 (E) Marca 2 (e) E e Ee e Ee E
Delta lambda 8 nm (F) 4 nm (f) FffFFf{fTfF
Velocidade de varredura Rapida (G) Lenta (g) GggGgGGyg

Letras maitisculas representam condi¢des nominais
Letras mindsculas representam condi¢des alternativas

4.2.2.4. Estabilidade de glimepirida em solu¢ido de NaOH 5 mmol L™

Foi preparada solugdo estoque de glimepirida-SR na concentragio de 50,0 pg mL™,
utilizando-se NaOH 5 mmol L como solvente. Procedeu-se as varreduras espectrais das
solugdes nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas do preparo, aplicando-se o método de

espectrofotometria derivada de segunda ordem na regido UV com leituras em 279,0; 257,5
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e 256,3 nm para os produtos Amaryl® I mg, Amary1® 2 mg e Amaryl® 4 mg,

respectivamente.

4.2.2.5. Determinagdo de glimepirida nos comprimidos

A partir do peso médio das amostras de Amaryl® 1, 2 e 4 mg, pesou-se o equivalente
a 2 mg, o qual foi transferido para baldo volumétrico de 100 mL. Foram adicionados 80 mL
de NaOH 5 mmol L™ e a solucdo foi mantida em aparelho de ultrassom por 30 minutos. O
volume foi completado para a obtencdo de solucdo com concentracio de 20,0 pg mL™'. A
solucdo foi filtrada em papel de filtro quantitativo. Posteriormente, foram transferidas
aliquotas de 5,0 mL para baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com NaOH
5 mmol L (concentracgdo tedrica de 10,0 pg mL™"). Este procedimento foi realizado em
quintuplicata. Os teores, em relagdo ao valor rotulado, foram obtidos por comparacdo das
medidas espectrofotométricas das amostras (n = 5), com os valores obtidos a partir de

solucdes padrdo (n = 5), nos mesmos niveis de concentragdo.

4.2.2.6. Resultados e discussao

As técnicas analiticas para determinacdo de glimepirida relatadas na literatura que
utilizam a CLAE demandam uma grande quantidade de tempo e sdo expressivamente
onerosas. Além disso, os métodos espectrofotométricos relatados requerem o uso de
solventes toxicos e poluentes como a dimetilformamida (ALTINOZ, TEKELI, 2001) e o

metanol (KHAN et al., 2009). Por esta razdo, a fim de se obter um solvente menos toxico e
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poluente, a solubilidade da glimepirida foi testada em diversos solventes. A Tabela 4
mostra os solventes utilizados na tentativa de solubilizacio da glimepirida no

desenvolvimento de método espectrofotométrico.
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Tabela 4. Solventes testados no desenvolvimento de método espectrofotométrico para

determinacdo de glimepirida em comprimidos

Solvente Resultado
Agua ultrapura Precipitacao
Agua ultrapura e sonica¢io por 5 minutos Precipitacao
Agua ultrapura e sonicagdo por 10 minutos Precipitacdo
Agua ultrapura e sonicagdo por 20 minutos Precipitacdo
Agua ultrapura e sonicagdo por 30 minutos Precipitacdo
Agua ultrapura + 0,1% de polissorbato 80 Precipitacao
Agua ultrapura + 2,0% de polissorbato 80 Precipitacao
Agua ultrapura + 0,1% de polissorbato 80 e sonicagdo por 5 minutos Precipitacao
Agua ultrapura + 0,5% de polissorbato 80 e sonicagdo por 5 minutos Precipitacao
Acido cloridrico 0,1 mol L™ Precipitacao
Acido cloridrico 0,01 mol L™ Precipitacao
Agua ultrapura + 0,05% de lauril sulfato de s6dio Precipitacio
Agua ultrapura + 0,5% de lauril sulfato de sodio Precipitacao
Agua ultrapura + 1,0% de lauril sulfato de s6dio Precipitacao
Agua ultrapura + 1,5% de lauril sulfato de sédio Precipitacao
Agua ultrapura + 2,0% de lauril sulfato de sédio Precipitacao
Agua ultrapura + 2,5% de lauril sulfato de sédio Precipitacao
Acido cloridrico 0,1 mol L'+ 2.5% de lauril sulfato de sodio Precipitacao
Acido cloridrico 0,01 mol L™ + 2,5% de lauril sulfato de sédio Precipitacao
Tampio fosfato pH 6,8 (50 mmol L™) Precipitacao
Tampio fosfato pH 6,8 (50 mmol L) + 0,5% de lauril sulfato de sédio Turvacao
Tampio fosfato pH 6,8 (50 mmol L) + 1,0% de lauril sulfato de sédio Turvacao
Tampio fosfato pH 6,8 (50 mmol L) + 1,5% de lauril sulfato de sédio Turvacao
Tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L™) + 2,0% de lauril sulfato de s6dio Turvacao
Tamp3o fosfato pH 6,8 (50 mmol L™) + 2,5% de lauril sulfato de s6dio Turvacao
Tamp3o fosfato pH 7,4 (50 mmol L™) Precipitacao
Tampdo fosfato pH 7,4 (50 mmol L™) + 1,0% de lauril sulfato de s6dio Turvacao
Tampdo fosfato pH 7,4 (50 mmol L™) + 1,5% de lauril sulfato de s6dio Turvacao
Tampdo fosfato pH 7,4 (50 mmol L™) + 2,0% de lauril sulfato de s6dio Solubilizag¢ao
Etanol Solubilizag¢ao
Etanol-dgua 50:50 v/v Precipitacao
Etanol-dgua 25:75 v/v Precipitacao
Etanol-dgua 10:90 v/v Precipitacao
NaOH 0,1 mol L™ Solubiliza¢io
NaOH 0,01 mol L™ Solubiliza¢io
NaOH 5 mmol L™ Solubilizagao
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De acordo com as propriedades fisico-quimicas da glimepirida ja descritas nesta tese,
era de se esperar que este firmaco ndo se solubilizasse em dgua, mesmo com a adi¢do de
considerdveis quantidades de tensoativo, pois seu coeficiente de particdo 6leo-dgua (log P)
¢ de 3,81 (SEEDHER, KANOJIA, 2009), sendo a glimepirida praticamente insolivel em
dgua (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008). Além disso, a glimepirida possui varios
nitrogénios em sua estrutura e seu pKa é de 6,3 (SEEDHER, KANOJIA, 2009). Um
aumento no pH da solugdo utilizada para tentativa de solubilizagdo da glimepirida,
portanto, promove um aumento do nimero de moléculas de glimepirida protonadas nos
grupos funcionais contendo nitrogénios, tornando, consequentemente, a glimepirida mais
solivel em pHs altos. Inversamente, uma diminui¢ido no pH tente a diminuir a solubilidade
da glimepirida. Por esta razdo, observou-se a precipitacdo da glimepirida em solventes
dcidos, uma parcial solubilizacio em tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L") contendo até
2,5% de lauril sulfato de sédio (turvagdo), uma parcial solubiliza¢cdo em tampao fosfato pH
7,4 (50 mmol L'l) contendo até 1,5% lauril sulfato de s6dio, e uma solubilizagdo em
tampdo fosfato pH 7,4 (50 mmol L™) contendo 2,0% lauril sulfato de sédio e em NaOH em
concentrag¢des acima de 5 mmol L. Além disso, o etanol também solubilizou a glimepirida
por ser menos polar do que a dgua, interagindo, portanto, mais efetivamente com a estrutura
relativamente lipofilica da glimepirida.

De acordo com a Tabela 4, pode-se observar que os solventes adequados para a
determinacdo espectrofotométrica de glimepirida s@o: tampao fosfato pH 7,4 + 2,0% de
lauril sulfato de sddio, etanol, NaOH 0,1 mol L'l, NaOH 0,01 mol L' e NaOH 5 mmol L.
Os placebos dos produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, quando em contato com lauril sulfato de

sodio, produziram turvacdo, impedindo o uso de tampao fosfato pH 7,4 + 2,0% de lauril
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sulfato de sédio como solvente. O solvente de escolha para determinacio
espectrofotométrica foi, portanto, NaOH 5 mmol L'l, pois € de facil preparo, de baixo custo
e de f4cil descarte.

A Figura 5 ilustra o espectro de absorc¢do de glimepirida-SR em concentracao de 10
ng mL™" e placebos dos produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, utilizando NaOH 5 mmol L' como

solvente.

Figura 5. Espectro de absorcio de glimepirida-SR, na concentragio de 10 ug mL™" e placebos dos

produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, utilizando NaOH 5 mmol L como solvente.

A andlise do espectro de absorcdo de ordem-zero de glimepirida demonstra que a

solugio a 10 pg mL"' em NaOH 5 mmol L™ apresenta maximo de absorcdo em 230 nm.
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Entretanto, os excipientes dos produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg apresentaram absorcdo
significativa na regido de absor¢cdo da glimepirida, o que impede o uso da
espectrofotometria direta como técnica analitica. Por essa razdo, o método de
espectrofotometria derivada de segunda ordem (*D) foi considerado ideal para resolver a

sobreposicao de absorcao de excipientes sobre o sinal de glimepirida.

0200

- Padrio
-+ Placebo Amaryl 1 mg
-= Placebo Amaryl 2 mg

& Placebo Amaryl 4 mg

d2Ald»2

0000 =2 + - - ~ + \‘—J
256.3 nm 279 nm
0100+ —
DzDD 1 1 1
2800 2600 270.0 2800 290.0

Comprimento de onda (nm)

Figura 6. Espectro de absorc¢do de segunda derivada de glimepirida-SR, na concentragdo de 10 pg

mL" e placebos dos produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, utilizando NaOH 5 mmol L' como solvente.

Como observado na Figura 6, o “zero-crossing” de solugdes placebo de Amaryl® 1, 2
e 4 mg se localiza respectivamente em 279,0; 257,5 e 256,3 nm. Portanto, estes
comprimentos de onda foram selecionados como 6timos para determinagdo de glimepirida

.. N L. . . . 1
na presenga de excipientes farmacéuticos. As técnicas de derivada de primeira ordem ('D),
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derivada de terceira ordem (3D) e derivada de quarta ordem (4D) foram descartadas, porque
elas demonstraram resoluc¢ao insuficiente e ndo apresentaram vantagens analiticas.

Para verificar o A4 6timo na obten¢do do espectro de segunda derivada, varios valores
foram testados, sendo A4 = 8 nm o mais apropriado a fim de produzir uma adequada
relacdo razao sinal-ruido. Com o aumento do A4, foi observado uma melhoria na relacio
sinal-ruido, com diminuic¢ao na flutuacdo do espectro derivativo. Entretanto, se o valor de

A/ for muito alto, a intensidade do sinal do espectro de segunda derivada se deteriora.

4.2.2.6.1. Avaliagdo da seletividade

A andlise do espectro de segunda derivada de glimepirida-SR na concentragdo de 10
ng mL" e de solucdes placebo dos produtos Amaryl® 1,2 e 4 mg (Figura 6) demonstra que
os excipientes das trés formulagcdes ndo interferem significativamente no método de
determinagdo de glimepirida em comprimidos de Amaryl® por espectrofotometria derivada
de segunda ordem. Os valores de resposta analitica obtidos com as solugdes placebo foram
0,0000 para o placebo de Amaryl® 1 mg em 279 nm, 0,0004 para o placebo de Amaryl® 2
mg em 257,5 nm e -0,0005 para o placebo de Amaryl® 4 mg em 256,3 nm. Esses valores
correspondem a 0,0; 0,43 e -0,55% dos sinais analiticos observados com a solu¢do padrdo a

10 pg mL ! em 279,0; 257,5 € 256,3 nm, respectivamente.
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4.2.2.6.2. Construcdo das curvas analiticas de glimepirida

As Tabelas 5, 6 e 7 mostram os valores experimentais obtidos na constru¢ido das
curvas analiticas de glimepirida-SR em 279,0; 257,5 e 256,3 nm utilizando NaOH 5 mmol

-1
L~ como solvente.

Tabela S. Valores experimentais obtidos na construcdo da curva analitica para glimepirida em

279,0 nm

Concentracao Resposta Médias das Desvio D.P.R.%
(ug mL™) (d2A/dA2)* respostas padrao
(d2A/dA\2)

0,0040
2 0,0044 0,0042 0,000201 4,82
0,0041

0,0097
5 0,0103 0,0101 0,000377 3,72
0,0104

0,0191
10 0,0205 0,0201 0,000841 4,19
0,0207

0,0295
15 0,0304 0,0302 0,000620 2,06
0,0307

0,0399
20 0,0402 0,0403 0,000411 1,02
0,0407

0,0608
30 0,0601 0,0607 0,000494 0,82
0,0610

0,0835
40 0,0802 0,0818 0,001651 2,02
0,0817

*Média de trés leituras
D.P.R.% - desvio padrio relativo.
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Tabela 6. Valores experimentais obtidos na constru¢cdo da curva analitica para glimepirida em

257,5 nm

Concentracdo
(ng mL")

Resposta
(d2A/dA2)*

Médias das
respostas
(d2A/d)\2)

Desvio
padrao

D.P.R.%

0,0173
0,0180
0,0174

0,0176

0,00035

1,99

0,0438
0,0431
0,0428

0,0432

0,00050

1,16

10

0,0875
0,0875
0,0873

0,0875

0,00012

0,13

15

0,1305
0,1286
0,1318

0,1303

0,00160

1,23

20

0,1717
0,1672
0,1737

0,1708

0,00333

1,95

30

0,2670
0,2545
0,2604

0,2606

0,00624

2,39

40

0,3662
0,3389
0,3469

0,3507

0,01401

3,99

*Meédia de trés leituras

D.P.R.% - desvio padrao relativo.
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Tabela 7. Valores experimentais obtidos na constru¢cdo da curva analitica para glimepirida em

256,3 nm

Concentracdo
(ng mL™)

Resposta
(d2A/dA2) *

Médias das
respostas
(d2A/dA\2)

Desvio
padrao

D.P.R.%

0,0172
0,0176
0,0171

0,0173

0,00023

1,36

0,0429
0,0426
0,0427

0,0427

0,00017

0,39

10

0,0853
0,0861
0,0861

0,0858

0,00048

0,56

15

0,1257
0,1256
0,1278

0,1264

0,00121

0,96

20

0,1675
0,1644
0,1709

0,1676

0,00328

1,95

30

0,2607
0,2532
0,2562

0,2567

0,00376

1,46

40

0,3555
0,3368
0,3415

0,3446

0,00973

2,82

*Meédia de trés leituras

D.P.R.% - desvio padrao relativo.

4.2.2.6.3. Parametros obtidos a partir das curvas analiticas de glimepirida

A Tabela 8 relaciona os parametros obtidos a partir dos valores experimentais das

curvas analiticas de glimepirida.
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Tabela 8. Pardmetros obtidos a partir dos valores experimentais das curvas analiticas de

glimepirida
Parametros 279,0 nm 257,5 nm 256,3 nm
AA (nm) 8 8 8
Faixa linear (ug mL™") 2,0 —40,0 2,0 —40,0 2,0 — 40,0
Equacgao: y = 0,0020x y = 0,0087x y = 0,0086x
y=bx+a - 0,0002 - 0,0008 -0,0011
—0,0002 —0,0008 —0,0011
Intercepto (a) £ DP +0,00006 +0,00291 +0,00237
L 0,0020 0,0087 0,0086
Inclinagdo (b) + DP +0,00089 +0,00035 +0,00026
Limite de deteccao 1311 1.000 0.826
(ug mL™) : ’ :
Limite de quantificacd@o 4371 3332 2755
(ug mL™) ’ ’ :
L +DP 0,99993 0,99991 0,99989
- +0,00024 +0,00028 +0,00026
n 7 7 7

DP = desvio padrao; r = coeficiente de correlagao.

4.2.2.6.4. Avaliacdo da precisdo

A Tabela 9 relaciona os valores de precis@o do método nos comprimentos de onda de

279,0; 257,5 e 256,3 nm.
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Tabela 9. Valores obtidos no teste de precisdo de método de espectrofotometria derivada de segunda

ordem em 279,0; 257,5 € 256,3 nm

Comprimento Nivel Respostas analiticas (d2A/dA2) D.P.R.*
de onda 1 2 3 4 5 6 (%)
Repetitividade 0,0211 00214 00217 00213 00218 00211 7
(n=6)

279,0 nm
Precisio  0.0211 00214 00217 00213 00218 00211 174
intermediaria 00211 0.0212 00207 0.0209 0.0207 00207 (n=12)
Repetitividade 0,0944 0,0933 0,0930 0,0923 0,0928 00913 -l
257.5 nm (n=6)
’ Procisio  0.0944 0,0933 00930 00923 00928 00913  LO02
intermediaria 00943 0.0927 00915 0.0921 0.0927 00928 (n=12)
Repetitividade 0,0917 0,0906 0,0903 0,0897 0,0903 0,0890 0
256.3 nm (n=6)
’ Precisio 00917 0.0906 0.0903 0.0897 0.0903 0.0800  1.14
intermedidria  0.0929 0.0914 00903 0.0909 0.0915 00915 (n=12)

*D.P.R. = Desvio padrao relativo.

4.2.2.6.5. Exatidao utilizando o teste de recuperacao para glimepirida

As Tabelas 10, 11 e 12 demonstram os valores obtidos no teste de recuperagdo de

glimepirida utilizando espectrofotometria derivada de segunda ordem em 279,0; 257,5 e

256,3 nm para os produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, respectivamente.
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Tabela 10. Valores obtidos no teste de recuperagdo de glimepirida-SR utilizando espectrofotometria

derivada de segunda ordem em 279,0 nm para o produto Amaryl® 1 mg

Concentracdo  Concentracdo Concentracdo Concentracdo Recuperacao

inicial adicionada tedrica final recuperada (%) £
(ug mL™) (ug mL™") (ugmL)  (ugmL)* DPR* (%)
R1 (80%) 5 3 8 2,939 97,98 £2,69
R2 (100%) 5 5 10 5,064 101,28 £3,04
R3 (120%) 5 7 12 6,933 99,04 +4,59

* Média de trés determinagdes
* D.P.R. = Desvio padrao relativo.

Tabela 11. Valores obtidos no teste de recuperagdo de glimepirida-SR utilizando espectrofotometria

derivada de segunda ordem em 257,5 nm para o produto Amaryl® 2 mg

Concentragdo  Concentragdo  Concentracdo Concentracdo Recuperacio

inicial adicionada tedrica final recuperada (%) £
(ug mL™) (ug mL™) (ugmL)  (ugmL)* D.PR*(%)
R1 (80%) 5 3 8 3,033 101,10 £ 0,34
R2 (100%) 5 5 10 5,033 100,66 + 0,60
R3 (120%) 5 7 12 6,828 97,54 £ 0,43

* Média de trés determinagdes
*D.P.R. = Desvio padrao relativo.

Tabela 12. Valores obtidos no teste de recuperacdo de glimepirida-SR utilizando espectrofotometria

derivada de segunda ordem em 256,3 nm para o produto Amaryl® 4 mg

Concentragdo Concentracdo Concentracdao Concentracdo Recuperagdo

inicial adicionada tedrica final recuperada (%) =
(ugmLDH  (ugmL)  (ugml)  (ugmL)* DPR*(%)
R1 (80%) 5 3 8 2,931 97,70 £2,02
R2 (100%) 5 5 10 4,959 99,18 + 0,32
R3 (120%) 5 7 12 6,816 97,38 £ 0,38

* Média de trés determinagdes
*D.P.R. = Desvio padrao relativo.
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4.2.2.6.6. Robustez

A Tabela 13 demonstra os valores de robustez obtidos a partir do teste proposto por

Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975).

Tabela 13. Valores obtidos no teste de robustez de método por espectrofotometria derivada de segunda ordem

Varidvel Condi¢do experimental D.P. x
1 2 3 4 5 6 7 8 2
Concentracdo de NaOH A A A A a a a a
Fornecedor de NaOH B B b b B B b b
Comprimento de onda C c C c C c C c
Tempo de sonicag¢io D D d d d d D D
Cubeta E e E e e E e E
Delta lambda F f f F F f f F
Velocidade de varredura G g g G g G G g

Resultados (279 nm) 0,0216 0,0168 0,0308 0,0175 0,0224 0,0124 0,0304 0,0180 0,0092

Resultados (257,5 nm) 0,0950 0,1190 0,0940 0,0888 0,0945 0,1137 0,1027 0,0908 0,0156

Resultados (256,3 nm) 0,0928 0,1086 0,0833 0,0926 0,0935 0,1090 0,0904 0,0956 0,0125

D.P. x \2* = Desvio padrdo multiplicado pela raiz quadrada de 2.

A partir dos valores encontrados, os efeitos de cada varidvel foram calculados e

estdo descritos a seguir, na Tabela 14.
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Tabela 14. Valores de efeitos obtidos de acordo com o teste de Youden e Steiner (1975)

Efeitos
Varidvel Amaryl® 1 mg Amaryl®2mg  Amaryl® 4 mg
(279,0 nm) (257,5 nm) (256,3 nm)
Concentra¢cdo de NaOH 0,0009 -0,0012 —0,0028
Fornecedor de NaOH —0,0059 0,0115 0,0105
Comprimento de onda 0,0101* —0,0065 -0,0115
Tempo de sonicacdo 0,0009 0,0041 0,0023
Cubeta -0,0011 -0,0029 -0,0011
Delta lambda -0,0027 -0,0151 -0,0042
Velocidade de varredura -0,0015 0,0005 0,0009
s\V2 0,0092 0,0156 0,0125

* = Efeito maior do que o critério sV2 (desvio padrdo multiplicado pela raiz quadrada de 2).

De acordo com Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975), as varidveis que
produzirem um efeito maior do que a raiz quadrada de dois multiplicada pelo desvio padrao
entre os resultados (D.P. x \/2) influenciam significativamente a resposta analitica. De
acordo com a observagdo das Tabelas 13 e 14, pode-se concluir que a tnica varidvel que
influencia significativamente na resposta é o comprimento de onda para o produto Amaryl®
I mg, pois o efeito (0,0101) € maior em moddulo do que a raiz quadrada de dois
multiplicada pelo desvio padrdo entre os resultados (0,0092), sendo, portanto, o método
robusto somente para as outras varidveis consideradas: concentracio de hidréxido de sddio,
fornecedor de hidréxido de sédio, tempo de sonicagdo, cubeta, delta lambda (AA) e

velocidade de varredura.

Rudy Bonfilio



CAPITULO III - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS

ANALITICOS

90

4.2.2.6.7. Estabilidade de glimepirida em solu¢io de NaOH 5 mmol L'

A Tabela 15 mostra os resultados da determinacio por espectrofotometria derivada de

segunda ordem de solugio de glimepirida na concentragio de 50,0 ug mL™, utilizando-se

NaOH 5 mmol L' como solvente nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas do preparo.

Tabela 15. Estudo de estabilidade de glimepirida em solu¢do de NaOH 5 mmol L™

Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h
Respostas 1 (d2A/dA2) 0,1003 0,1011 0,1006 0,1000 0,1007 0,1005 0,1005
em279,0 2 (d2A/dA2) 0,1007 0,1001 0,1004 0,1000 0,1006 0,0998 0,1002
nm 3 (d2A/dA2) 0,1008 0,1015 0,1002 0,0959 0,0993 0,0993 0,1003
Respostas 1 (d2A/dA2) 0,4390 0,4426 0,4391 04376 0,4378 0,4373 0,4369
em 257,5 2 (d2A/dA\2) 0,4397 0,4374 0,4393 0,4376 0,4383 0,4326 0,4361
nm 3 (d2A/dA2) 0,4395 0,4406 0,4394 0,4201 0,4321 0,4320 0,4369
Respostas 1 (d2A/dA2) 0,4276 0,4304 0,4243 0,4244 0,4255 0,4249 0,4242
em 256,3 2 (d2A/dA2) 0,4275 0,4252 0,4259 0,4244 0,4252 0,4200 0,4235
nm 3 (d2A/dA2) 0,4270 0,4280 0,4275 0,4086 0,4200 0,4194 0,4249

A Tabela 16 mostra a andlise de variancia comparando as respostas analiticas até o

tempo de 6 h.
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Tabela 16. Andlise de varidncia de respostas analiticas no estudo de estabilidade de glimepirida em

solugdo de NaOH 5 mmol L'

Fonte de variagio SQ gl MQ F F critico
Respostas em Tratamentos 9,73 x 10:: 6 1,62x 10:2 1,57 2,85
279,0 nm Erro 145107 14 1,03x10
’ Total 2,42 x 10 20
Respostas em Tratamentos 1,75 x 10jl 6 291x 10:2 1,57 2,85
257 5 nm Erro 259x 107 14 1.85x 10
’ Total 4,34 x 10 20
Respostas em Tratamentos 1,80 x 10:‘1 6 3,00x 10:2 1,88 2,85
563 nm Erro 224x10% 14 160x10
’ Total 4,04 x 10 20

SQ = soma quadrdtica, gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica, F = valor F calculado, F =
valor F critico.

A andlise dos dados da Tabela 16 revelou a auséncia de diferencas estatisticas ao
nivel de significincia de 5% entre as leituras (d2A/dA2) de solucdo de glimepirida na
concentracdo de 50,0 pg mL"! nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apds o preparo,
indicando a estabilidade do farmaco em NaOH 5 mmol L™ no intervalo de tempo

considerado.

4.2.2.7. Determinagdo de glimepirida nos comprimidos

A Tabela 17 relaciona os valores experimentais de glimepirida obtidos pelo método

espectrofotométrico na regido UV para comprimidos.
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Tabela 17. Valores experimentais de comprimidos de glimepirida, obtidos por espectrofotometria

derivada de primeira ordem na regido UV

Amary1® 1 mg Arnaryl® 2 mg Amary1® 4mg

Padrao (279,0 nm) (257,5 nm) (256,3 nm)
Glimepirida (%) 100,12 100,21 100,34 103,93
Glimepirida (mg) -—- 1,00 2,01 4,16
D.PR. (%) 1,03 (n=5) 2,19 (n=5) 1,38 (n=5) 1,02 (n=5)

D.P.R. = Desvio padrao relativo.

4.2.2.8. Discussio

Na espectrofotometria de derivadas a diferenciacdo do espectro de absor¢do por
ordem zero ndo aumenta as informacdes do espectro de absor¢do original, mas ocorre
supressdo das bandas largas, realce das bandas estreitas apresentando maior resolucio e
obedecendo, ainda, a lei de Beer-Lambert (PASCHOAL et al., 2003). Esta técnica é
frequentemente utilizada na tentativa de resolucdo de sobreposicdo de bandas. No caso
deste trabalho, o recurso de derivadas foi satisfatoriamente empregado para minimizar a
absorcdo dos excipientes presentes em comprimidos de Amaryl® 1 mg, 2 mg e 4 mg. Foi,
portanto, desenvolvido e validado um método analitico por espectrofotometria derivada de
segunda ordem na regido UV para determinagdo de glimepirida em comprimidos. Para
desenvolver o método, avaliou-se a solubilidade de glimepirida em diferentes solventes. O
farmaco mostrou-se soliivel em tampao fosfato pH 7.4 + 2,0% de lauril sulfato de sédio,
etanol, NaOH 0,1 mol L', NaOH 0,01 mol L' ¢ NaOH 5 mmol L. Os placebos dos
produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, quando em contato com lauril sulfato de sédio, produziram

turvacdo, impedindo o uso de tampao fosfato pH 7,4 + 2,0% de lauril sulfato de s6dio como
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solvente. O solvente de escolha para determinacdo espectrofotométrica foi NaOH mmol L
1, procurando um método simples, de baixo custo e a utilizacdo de um solvente de baixa
toxicidade. O método mostrou-se linear no intervalo de concentragio de 2,0 - 40,0 pg mL™',
apresentando coeficientes de correlagdo maiores do que 0,999 entre as concentragdes
estabelecidas e as respostas analiticas nos comprimentos de onda de 279,0; 257,5 e 256,3
nm. A precisdo do método, avaliada pelo desvio padrdo relativo entre leituras de solucdes
de glimepirida-SR em NaOH 5 mmol L' nos comprimentos de onda de 279,0; 257.5 e
256,3 nm, foi demonstrada pela obtencdo de valores inferiores a 2% tanto ao nivel de
repetitividade quanto precisdo intermedidria. A exatiddo do método foi verificada pelo teste
de recuperacdo, em que se obteve médias de 99,43%, 99,77% e 98,09%, para os produtos
Arnaryl® 1 mg, 2 mg e 4 mg, respectivamente. Com este resultado, comprova-se a exatidao
do método proposto. O teste de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975) mostrou
que o método € robusto para os seguintes parametros: concentra¢do de hidréxido de sddio,
fornecedor de hidréxido de sédio, tempo de sonicag@o, cubeta, delta lambda (AA) e
velocidade de varredura. A glimepirida mostrou-se estavel em solu¢do de NaOH 5 mmol L
' por um tempo de até 6 horas, mostrando que o método é adequado para ser empregado
em rotina de laboratérios de controle de qualidade. Portanto, o método apresentado
mostrou-se adequado, demonstrando seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez
e adequados limites de detec¢do e quantificacdo, apresentando as vantagens de ser mais
simples e de menor custo em relagdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Além disso,
o método espectrofotométrico gera menor quantidade de residuos, devido ao gasto inferior

de solventes, e possui instrumentacdo de menor custo.
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4.2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.2.3.1. Condi¢des cromatograficas

A fase movel foi otimizada de forma multivariada e variou de acordo com cada nivel
experimental, que serd descrito a seguir. A fase moével foi filtrada através de membrana
com poro de 0,45 pm e 47 mm de didmetro, sob vdcuo e desgaseificada no ultrassom
durante 30 minutos. O equipamento utilizado foi o cromatégrafo a liquido Waters e coluna
Symmetry Waters C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um). A detec¢do foi realizada no UV a 228 nm e
o volume de injecdo foi de 20 pL. As andlises foram realizadas em temperatura ambiente

(25° C).

4.2.3.2. Solugdo utilizada na otimiza¢ao de metodologia analitica

Para otimizacdo de metodologia analitica, preparou-se amostra de glimepirida sob
condi¢cdes de degradacdo forcada, através de estresse de glimepirida-SR, realizado de
acordo com a literatura (KOVARIKOVA et al., 2004; BANSAL et al., 2008).

Degradacao neutra, acida, alcalina e oxidativa: Foi preparada solugdo de
glimepirida-SR em metanol na concentracdo de 500,0 pg mL™. A partir desta solucio
foram transferidas, separadamente, quatro aliquotas de 20,0 mL para frascos de vidro e
adicionou-se 20 mL de 4gua ultra pura, 20 mL de HCI 0,2 mol L'l, 20 mL de NaOH 0,2
mol L' e 20 mL de H>;O0, 4 % em cada um dos frascos, obtendo-se solu¢des com

concentragdes tedricas finais de aproximadamente 250,0 pg mL’. Os frascos de vidro
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foram fechados e mantidos em banho em temperatura de 85°C por 360 minutos. A fim de
se obter uma solucdo contendo todos os possiveis produtos de degradagcdo de glimepirida
para otimizacdo da metodologia, aliquotas de 1,0 mL de cada frasco, contendo o padrdao
estressado sob cada condi¢do, foram misturadas e diluidas 10 vezes em fase movel
imediatamente antes das injecOes cromatograficas. A fase movel utilizada variou de acordo

com cada nivel experimental.

4.2.3.3. Estratégia de otimizac¢do de metodologia

A metodologia analitica para determinacdo de glimepirida em comprimidos foi
otimizada de forma multivariada, a fim de se obter um método de andlise capaz de separar a
glimepirida de seus produtos de degradacdo e, a0 mesmo tempo, com baixo tempo de
corrida. A abordagem experimental foi realizada de acordo com a literatura
(MONTGOMERY, 2000), onde foi realizado inicialmente planejamento fatorial completo
2* para investigar quais os fatores experimentais mais importantes e quais os fatores que
ndo afetam a resposta analitica. Nesse tipo de experimento, os fatores sdo examinados em
dois niveis, o nivel mais alto, codificado com o sinal positivo (+) e o nivel mais baixo,
codificado com o sinal negativo (-). Os fatores e seus niveis estudados neste experimento
foram: pH do tampao acetato usado na fase moével (4,5 e 5,5), propor¢do do tampao
utilizado na fase moével (35% e 40%) e vazao da fase movel (0,8 mL min” e 1,2 mL min'l).

Estes trés fatores foram inicialmente selecionados porque normalmente influenciam
significativamente nas separagcdes cromatogréficas. Com relacdo ao pH do tampao utilizado

na fase movel, inicialmente foram selecionados valores intermediarios (meia unidade
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abaixo de pH 5,0 e meia unidade acima deste valor). Estes valores foram selecionados com
base em alguns trabalhos descritos na literatura (Tabela 1) e em alguns experimentos
preliminares, onde se observou separagdes razodveis proximas destes valores. Com relagao
a propor¢do de tampao da fase mdvel, observou-se em experimentos preliminares que
separagdes razodveis entre a glimepirida e seus produtos de degradagdo foram obtidas com
proporc¢oes deste componente entre 30% e 40%. Os niveis de vazdo da fase movel (entre
0,8 mL min’! e 1,2 mL min'l) foram selecionados porque a maioria dos trabalhos de
separagdes cromatograficas de farmacos em medicamentos utiliza estes valores.

A Tabela 18 mostra os fatores e o os niveis codificados usados na realizacdo do

planejamento fatorial completo.

Tabela 18. Fatores e niveis empregados na constru¢do de planejamento fatorial

completo 2’

Niveis
Fatores () Baixo (+) Alto
F1-pH do tampao acetato 4,5 5,5
da fase movel
F2- Propor¢ao do tampao 35% 40%
acetato da fase movel
F3-Vazao da fase movel 0,8 mL min’! 1,2 mL min™!

A resposta analitica buscada na otimizacdo da metodologia foi a maior resolugdo
entre as bandas cromatograficas e o menor tempo de corrida, empregando-se a fungdo de
utilidade, proposta por Derringer e Suich (DERRINGER, SUICH, 1980). Neste tipo de

abordagem, as respostas obtidas em diferentes grandezas yi, (i = 1, 2, ... m), sdo
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dimensionadas em uma mesma escala (di), definidas como funcdes de utilidade parcial. A
escala dessas funcdes de utilidade parcial (di) varia entre 0, para respostas indesejdveis e 1
para as respostas buscadas. As equagdes 4 e 5 descrevem as férmulas utilizadas para

obtencao das funcdes de utilidade parcial:

di= {0, seyi<a;[(yi—a)/(b—-a)],sea<yi<b;1,seyi>b} @)

em que: yi = resposta observada; a = limite inferior e b = limite superior

di= {1,seyi<a; [(yi—b)/(a—Db)],sea<yi<b;0,seyi>b} ®)

em que: yi = resposta observada; a = limite inferior e b = limite superior

A equacido 4 € descrita como do tipo maior é melhor, ou seja, ela € utilizada quando
se busca respostas com os maiores valores. Neste estudo, esta formula foi utilizada nas
resolucdes entre as bandas cromatogréficas, buscando a maior resolucio entre as bandas da
glimepirida e seus produtos de degradacdo. A equacdo 5 € descrita como do tipo menor €
melhor, ou seja, ela € utilizada quando se busca respostas com os menores valores. Neste
trabalho, ela foi utilizada no tempo de corrida, buscando a obten¢@o de um baixo tempo de
corrida, a fim de se economizar tempo e reagentes cromatograficos. Apds as funcdes serem
definidas para cada resposta de interesse, uma fun¢do de utilidade global (D) foi definida,
representando a funcdo de utilidade média, que € calculada pela média geométrica das

funcdes de utilidade individuais. Portanto, D é calculado como a raiz enésima do produto
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das func¢des de utilidade individuais. Um valor de D proximo de 1 indica que a combinagdo

dos diferentes critérios é Gtima e as respostas estdo proximas os valores desejados.

Ap6s definicdo da resposta analitica, baseada na funcdo de utilidade de Derringer e

Suich (DERRINGER, SUICH, 1980), um planejamento fatorial completo 2* foi executado,

em um total de 8 experimentos, realizados em duplicata, em ordem aleatdria, de acordo

com a matriz de planejamento apresentada na Tabela 19.

Tabela 19. Planejamento fatorial completo 2° utilizado na otimizagdo de método analitico para

determinacdo de glimepirida em comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Média
Ensaio F1 F2 F3 Resposta analitica (D) das Variancia
respostas
-45 -(35%) -(0,8) Resposta Resposta
+(5,5) +@0%) +(1,2) 1 2
1 - - - 0,645 0,670 0,657 3,10x 107
2 + - - 0,449 0,413 0431  6,19x 10
3 - + - 0,623 0,726 0,674 535x 107
4 + + - 0,758 0,638 0,698 7,22x 107
5 - - + 0,727 0,648 0,687 3,16 x 107
6 + - + 0,529 0,540 0,535 5,53x 107
7 - + + 0,684 0,703 0,693 1,70 x 10™
8 + + 0,600 0,523 0,562 2,92x 107

Os valores das respostas foram utilizados para calcular os valores médios e a

variancia das respostas de cada experimento. A variancia de cada experimento foi obtida

usando a equagdo 6:

S

2 1

~n-1

Zn (xi — %)
=1

(6)
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em que: n = nimero de vezes que o ensaio foi repetido, x; representa a resposta analitica de
cada ensaio (fun¢do de utilidade global (D)) e & representa o valor médio das respostas de
cada experimento.

As respostas analiticas foram utilizadas também para calcular os efeitos de cada fator.
O efeito de cada fator é a média de todos os valores de um determinado fator no nivel
positivo subtraido da média de todos os valores do fator considerado em seu nivel negativo.
Por exemplo, o efeito para o pH do tampdo acetato da fase mével é obtido a partir do
seguinte cdlculo: [(1/4) (0,431 + 0,698 + 0,535 + 0,562)] - [(1/4) (0,657 + 0,674 + 0,687 +
0,693)] = -0,122. Os efeitos de interagdo foram calculados do mesmo modo, porém a
coluna de interacdo entre dois fatores € igual ao produto das colunas dos fatores principais.
A fim de verificar a significancia estatistica dos fatores e suas interacdes, a variancia

padrdo (sz) foi calculada utilizando a equacdo 7:

2_ (ma-1)s? + (ng-1)sd (7
P= (na-1)+(ng-1)

P L, . . . 2, A . .
em que: n € o nimero de vezes que o ensaio foi repetido e s~ é a varidncia obtida em cada

ensaio. Posteriormente, a variancia dos efeitos foi estimada partir da equagao 8:

2 2
V (estimada )=STP * STP (8)

2 2 ‘A . ~ 2 . . - s .
em que: S,” € a variancia padrdo e n € o numero de ensaios realizados nos niveis altos (n =

4) e baixos (n = 4).
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O erro dos efeitos foi entdo obtido pela raiz quadrada da varidncia estimada.
Multiplicando o erro por um valor ¢ tabelado, com 8 graus de liberdade ao nivel de
significancia de 5% (2,306) foi finalmente obtido o erro estimado. Quando valores
absolutos de efeitos maiores do que o erro estimado sdo obtidos, significa que esses valores
influenciam na resposta analitica. Além disso, efeitos positivos indicam que o0 aumento nos
seus niveis produz o aumento na resposta analitica e efeitos negativos indicam que a
resposta analitica tende a diminuir com o aumento nos seus niveis.

Apo6s o estabelecimento dos fatores significantes, obtidos a partir do planejamento
fatorial completo 2°, uma otimizagdo final foi realizada utilizando matriz de Doehlert, que
compreende 7 condicdes, com o ponto central realizado em triplicata (FERREIRA et al.,
2004). Os fatores utilizados na otimizacdo final e seus niveis foram: pH do tampao
utilizado na fase moével (5,5; 6,0 e 6,5) e propor¢ao do tampao fosfato utilizado na fase
moével (30%, 32%, 34%, 36% e 38%). Os experimentos foram realizados de acordo com a

matriz apresentada na Tabela 20.

Tabela 20. Matriz de Doehlert utilizada na otimizagao final de método analitico para determinacgio

de glimepirida em comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

pH do tampao Proporcio do t ~
Ensaio fosfato da fase porcao o tampao Resposta analitica (D)
. fosfato da fase movel
movel
1 (triplicata) 6,0 34 0,648 0,639 0,632
2 6,0 30 0,408
3 6,5 32 0,623
4 6,0 38 0,413
5 5.5 36 0,339
6 5,5 32 0,534
7 6,5 36 0,595
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Utilizando a matriz de Doehlert, foi aplicada a metodologia de superficie de resposta,
a fim de se otimizar os niveis dos dois fatores. Os dados foram processados utilizando o
software STATISTICAL, versao 6.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

Esta metodologia de superficie de resposta se baseia na constru¢do de um modelo
matemadtico empirico, que geralmente emprega funcdes polinomiais lineares ou quadraticas
para descrever o sistema estudado e, consequentemente dao condi¢des de explorar (modelar
e deslocar) o sistema até sua otimizacio (TEOFILO, FERREIRA, 2006). Os principais
planejamentos utilizados em otimizagao de metodos em quimica analitica sdo: Composto
Central "CCD - Central Composite Design", Box Behnken e Doehlert. Entretanto, o
planejamento de Doehlert € mais facil de aplicar e necessita de menos experimentos para
otimizagdo do que os outros planejamentos citados (FERREIRA et al., 2007), o que

justifica o seu emprego neste trabalho.

4.2.3.4. Condi¢des cromatograficas apds otimiza¢do do método

Ap6s otimizacdo, o método foi validado utilizando como fase movel: tampao fosfato
de sédio (27,5 mmol L pH 6,5) e metanol (34:66, v/v). A fase movel foi filtrada através
de membrana com poro de 0,45 um e 47 mm de didmetro, sob vicuo e desgaseificada no
ultrassom durante 30 minutos. O equipamento utilizado foi o cromatdgrafo a liquido
Waters e coluna symmetry Waters C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um). A detec¢io foi realizada no
UV a 228 nm e o volume de injecdo foi de 20 pL. As andlises foram realizadas em

temperatura ambiente (25° C).
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4.2.3.5. Validacao

A validac¢do do método cromatografico foi realizada de acordo com especifica¢des do
ICH (ICH, 2005) onde foram determinadas as seguintes caracteristicas:

Seletividade: foi avaliada pela possivel interferéncia dos excipientes na determinagao
quantitativa de glimepirida, comparando-se os cromatogramas obtidos do farmaco com os
cromatogramas dos excipientes presentes nos produtos farmacéuticos. Foi preparada
solugdo de glimepirida-SR na concentracio de 10,0 ug mL™' em fase mével. Paralelamente,
solucdes contendo os excipientes dos produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, presentes nos
comprimidos, foram preparadas em fase mével utilizando dilui¢do equivalente a solugdo de
glimepirida-SR, em conformidade com o peso médio dos comprimidos. As solugdes
preparadas para o teste foram colocadas em banho de ultrassom por 5 minutos. Os
cromatogramas foram comparados, verificando a possivel interferéncia dos excipientes na
determinacdo do teor de glimepirida. Adicionalmente, a seletividade foi analisada através
de andlises por espectrometria de massas no tempo de andlise da glimepirida da solucdo
padrdo, em comparagdo com andlises por espectrometria de massas no tempo de andlise da
glimepirida obtidas com as solucdes estressadas (degradacdo neutra, dcida, alcalina e
oxidativa, secdo 4.3.2.2). As seguintes condi¢des do detector de massas foram utilizadas:
Fonte de ionizagdo: electrospray positivo (ESI (+)), divisor de vazdo na interface
HPLC/MS: 130 pL min™, potencial do capilar: -4500 V, temperatura do gds secante: 300
°C, vazdo do gés secante: 8,0 L min™, pressdo de nebulizacdo: 30 psi, quantidade de fons
acumulados no lon-Trap: 40000, tempo maximo de acimulo de fons: 200 ms, skimmer: 40

volts, cap exit: 129, 5 volts, Oct 1: 12 volts, Oct 2: volts V, trap drive: 58, 5 volts, oct RF:
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189 volts, lens 1: -5,0 volts, Lens 2: - 60,0 volts e intervalo de varredura no modo full Scan:
50-500 ou 50-700.

Linearidade: foi avalidada pela andlise de regressdo de trés curvas analiticas
auténticas, construidas em trés diferentes dias. Sete niveis de concentracdo foram obtidos (2
a 40 ug mL™). Para a obtengdo da curva analitica, foram pesados 12,5 mg de glimepirida-
SR, transferidos para balao volumétrico de 250 mL, dissolvidos em metanol e mantidos em
aparelho de ultrassom por 5 minutos, para melhor solubilizacdo. Com a utilizacao de bureta
foram obtidas solu¢gdes com concentragdes de 2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 e 40,0 pg mL"
" de glimepirida-SR, diluidas em fase mével. As solucdes foram entdo filtradas, injetadas
no cromatégrafo e analisadas pelo método desenvolvido. A curva analitica foi construida
utilizando o programa Microsoft Excel. A representacdo grafica da equagdo da reta foi
determinada pela andlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados.

Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ): foram determinados pelas

equagdes 2 e 3, indicadas pelo ICH (ICH, 2005):

LD = 3(DP/a) )

LQ= 10(DP/a) 3)

em que DP = desvio padrdo das intersecgdes e a € a inclinagdo média das trés curvas
analiticas obtidas no estudo de linearidade.
Precisdo: foi analisada pelos niveis de repetitividade e precisdo intermedidria. A

repetitividade foi avaliada pela andlise de seis solu¢des de glimepirida-SR, com
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concentracio tedrica de 10 ug mL™', preparadas no mesmo dia e sob as mesmas condigdes
experimentais, utilizando como solvente fase movel. Calculou-se o desvio padrio relativo
entre as determinagdes. A precisdo intermedidria foi avaliada pela repeticio do
procedimento em dois diferentes dias, por dois diferentes analistas.

Exatiddo: Foi avaliada pelas medidas de recuperacao de glimepirida-SR adicionadas
em amostras de Amaryl® 1, 2 e 4 mg em triplicata, em trés niveis de concentracio, 80, 100
e 120% da concentracdo tedrica do método, adicionados no comeco do procedimento, de
acordo com recomendacdes do ICH (ICH, 2005). Foi preparada solucdo estoque de
glimepirida-SR em metanol com concentragio de 50,0 pg mL™. A partir do peso médio das
amostras de Amaryl® 1, 2 e 4 mg, foram preparadas solucdes da amostra em fase mével
com concentracao de 50,0 pg mL". As solu¢des adicionadas foram preparadas,
transferindo-se as solucdes estoques para balao volumétrico de 10 mL com auxilio de
micropipeta, completando-se o volume com fase mdvel. A Tabela 21 relaciona as
concentracdes das solugdes obtidas para o teste de recuperacdo de glimepirida-SR usando

método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Tabela 21. Concentracdes das solugdes do teste de recuperag@o aplicado & amostra de glimepirida

usando método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Volume de solugdo Volume de solu¢do Concentracao
amostra a 50 pg mL" padrio a 50 pg mL™ obtida de
adicionado em balao adicionado em balao adicionado

volumétrico de 10 mL volumétrico de 10 mL (ug mL™)
(mL) (mL)
P - 1 5
A 1,0 - 5
R, (80%) 1,0 0,6 8
R, (100%) 1,0 1,0 10
R; (120%) 1,0 1,4 12

Robustez: Foi avaliada pelo teste de robustez de Youden e Steiner (YOUDEN,
STEINER, 1975), no qual sete varidveis que podem interferir no resultado analitico foram
alteradas, com posterior andlise dos dados. A resposta estudada neste teste foi a
porcentagem de glimepirida presente nos produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg, a qual foi
calculada pela comparagdo das dreas das bandas cromatogréficas obtidas em cada produto
com drea das bandas cromatogréficas obtidas com solugdes padrio de glimepirida, na
mesma concentragdo das amostras. As sete varidveis estudadas neste teste foram:
fornecedor de coluna cromatografica, pH do tampao fosfato da fase mével, proporciao do
tampao fosfato na fase mével, comprimento de onda do detector, vazdo da fase mdvel,
fornecedor de metanol e utilizacdo de ultrassom. As condi¢cdes normais das varidveis foram
codificadas por letras maitsculas A, B, C, D, E, F e G e seus valores alternativos foram
codificados pelas correspondentes letras mindsculas a, b, c, d, e, f e g. Um total de oito
experimentos foram conduzidos, como indicado na Tabela 22. A partir desses resultados, o
efeito de cada varidvel foi estimado, através da diferenca entre a média dos resultados das

quatro andlises com letra maidscula e a média dos resultados das quatro anélises com letra
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minuscula. Considerando o desvio padrido entre os oito resultados, os valores de efeito
maior do que o produto do desvio padrio pela raiz quadrada de dois (s\2) foram

considerados significantes e, portanto, alteram a resposta a reposta analitica.

Tabela 22. Varidveis e seus niveis usados no estudo de robustez de método cromatografico, de acordo

com teste de robustez de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975)

. Condigoes Condig¢oes Con.dlgao

Varidvel nominais alternativas experimental

1 2345678
Coluna cromatogréfica Waters (A) Agilent (a) A AAAaaaa
pH do tampao 6,5 (B) 6,3 (b) B BbbBBDbD
Propor¢ao do tampao 34% (C) 36% (c) C cCcCc Cc
Comprimento de onda 228 nm (D) 230 nm (d) D DddddDD
Vazio da fase movel 1,0mLmin"' (E) 0,8mLmin'(¢) E e Ee e Ee E
Fornecedor de metanol Sigma Aldrich (F) Tedia (f) F ffFFf{fF
Ultrassom 5 minutos (G) Semultrassom(g) G g g Gg GG g
Resultados observados s tuv wxyz

Letras maitdsculas representam condi¢cdes nominais
Letras mindsculas representam condi¢des alternativas.

4.2.3.6. Determinacgdo de glimepirida nos comprimidos

A partir do peso médio das amostras de Amaryl® 1, 2 e 4 mg, pesou-se o equivalente
a 2 mg, o qual foi transferido para balao volumétrico de 100 mL. Foram adicionados 80 mL
de metanol e a solucdo foi mantida em aparelho de ultrassom por 5 minutos. O volume foi
completado para a obtengdo de solug¢io com concentracio de 20,0 ug mL™. A solucdo foi
entdo filtrada em papel de filtro quantitativo. Posteriormente, foram transferidas aliquotas
de 5,0 mL para baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com fase mével

(concentragdo teérica de 10,0 pg mL™). Este procedimento foi realizado em quintuplicata.
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Os teores, em relacdo ao valor rotulado, foram obtidos por comparacdo das areas das

bandas cromatogréficas das amostras (n = 5), com os valores obtidos a partir de solucdes

padrdo (n = 5), nos mesmos niveis de concentragao.

4.2.3.77. Resultados e discussio

4.2.3.7.1. Otimizacao de metodologia analitica

Os resultados do planejamento fatorial completo 2° estio demonstrados na Tabela 23.

Tabela 23. Planejamento fatorial completo 2° utilizado na otimizacio de metodologia analitica por

CLAE para determinacdo de glimepirida em comprimidos

Fatores e interagcdes Efeitos
Propor¢ao do tampao acetato da fase mével -0,122%
pH do tampao acetato da fase movel 0,079
Vazao da fase movel 0,004
Proporcao do tampao acetato da fase mével x pH do tampao acetato da fase 0.068*
movel ’
Propor¢ao do tampao acetato da fase mdvel x vazio da fase movel -0,020
pH do tampao acetato da fase movel x vazao da fase mével -0,063*
Propor¢ao do tampao acetato da fase mével x pH do tampao acetato da fase 0.057

movel x vazdo da fase movel
Erro estimado 0,057
*Fatores e interacOes significativos ao nivel de 5%.

Os efeitos assinalados com asterisco sdo estatisticamente significativos, pois seus
valores absolutos excedem o erro estimado. Além disso, efeitos com valores positivos

indicam que o aumento nos seus niveis resulta no aumento significativo da resposta
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analitica e efeitos com valores negativos indicam que a resposta analitica aumenta com um
decréscimo em seus niveis. A observacdo da Tabela 23 leva a conclusdo de que os fatores
propor¢do do tampao acetato da fase mével e pH do tampdo acetato da fase mével sdo
significativos, pois os efeitos sdo maiores do que o erro estimado. O valor negativo do
efeito calculado para a propor¢do do tampao acetato da fase mével (-0,122) indica que a
resposta analitica (D) tende a aumentar com diminui¢do na porcentagem de tampao na fase
moével. O valor positivo do efeito calculado para o pH do tampdo acetato da fase movel
(0,079) indica que o aumento no pH do tampao da fase mével tende a produzir aumento na
resposta analitica. A vazdo da fase mével ndo influencia significativamente na resposta e,
portanto, foi decidido fixar esse fator em um valor intermedidrio (1,0 mL min™),
considerando que uma vazdo muito alta pode prejudicar o processo de difusdo de
glimepirida entre a fase mdvel e fase estaciondria e uma vazao muito baixa pode produzir
alargamento das bandas cromatogréaficas.

Uma interagdo significativa entre a propor¢cao do tampao acetato da fase movel e o
pH do tampdo acetato da fase mével também foi observada e, portanto, objetivando estudar
a influéncia desses dois fatores na resposta analitica, uma otimizacao final utilizando matriz
de Doehlert foi realizada, de acordo com a Tabela 20. A fim de se produzir aumento na
resposta analitica de acordo com o indicado pelo planejamento fatorial 2°, os valores de pH
do tampao da fase modvel testado foram aumentados (para 5,5 a 6,5) e a propor¢do de
tampao fosfato na fase moével foi diminuida (para 38% a 30%). No caso do planejamento
fatorial 2° foi preparado tampdo acetato, pois a faixa de pH testada foi de 4,5 a 5,5, e o sal
acetato possui boa capacidade tamponante nesta faixa. No caso da matriz de Doehlert foi

utilizado tampao fosfato, pois este sal possui adequada capacidade tamponante na faixa de
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pH de 5,5 a 6,5. Com os resultados obtidos a partir da matriz de Doehlert (demonstrados na
Tabela 20), a superficie de resposta foi construida, representando a interacdo entre
propor¢ao do tampdo fosfato da fase mével e pH do tampdo fosfato da fase movel,

utilizando o software STATISTICAL (Figura 7).

EEOOSTH

Figura 7. Superficie de resposta de otimizacdo de método analitico para determinacdo de
glimepirida em comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. As condigdes

selecionadas foram: 34% de tampao fosfato pH 6,5 (27,5 mmol L™).

O planejamento matriz Doehlert (propor¢cdo do tampao fosfato da fase mdvel em
funcdo do pH do tampao acetato da fase mével) demonstrou que o méaximo de resposta

analitica (D) € obtido com 34% de tampao fosfato. Em relacdo ao pH do tampao da fase
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movel, o aumento nos niveis produz aumento na resposta analitica. Embora altos valores de
pH produzam os melhores resultados, foi decidido fixar esse fator em 6,5, pois altos valores
de pH podem danificar a fase estaciondria da coluna, diminuindo sua vida util.

Portanto, o método desenvolvido para determinacdo de glimepirida em comprimidos
utilizou como fase moével tampao fosfato de sédio (27,5 mmol L'l; pH 6,5) e metanol
(34:66, v/v). A fase estaciondria utilizada foi coluna Waters Symmetry C-18 (250 x 4,6
mm, 5 um). A deteccdo foi realizada no UV a 228 nm e o volume de injecdo foi de 20 pL.
As andlises foram realizadas em temperatura ambiente (25° C).

A fim de confirmar se os parametros cromatogrificos produziram desempenho
adequado, uma solu¢@o contendo todos os produtos de degradacdo da glimepirida (secdo
3.2.4.2) e as solucdes estressadas individualmente (degradac@o neutra, dcida, alcalina e
oxidativa) foram analisadas utilizando o método proposto. Os cromatogramas dos brancos e

das solucdes estressadas estdo demonstrados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8. Cromatogramas de brancos. (a) mistura de todos os brancos na propor¢ao 1:1:1:1
(VIvIVIv), (b): HC1 0,1 mol L, (¢): H,O (d): NaOH 0,1 mol L' e (e): H,O,. Os brancos foram
submetidos a temperatura constante de 90°C por 360 minutos e diluidos 10 vezes em fase movel.
Fase moével composta de tampao fosfato de sédio (27,5 mmol L' pH 6,5) e metanol (34:66, v/v),
coluna C-18 Waters Symmetry® como fase estaciondria, deteccio no UV a 228 nm, volume de

injecdo 20 pL, temperatura da coluna de 25° C e vazdo a 1 mL min™.
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Figura 9. Cromatogramas de glimepirida substincia de referéncia contendo todos os possiveis

produtos de degradacdo (a), glimepirida substincia de referéncia submetida a degradagéo acida (b),

glimepirida substancia de referéncia submetida a degradacdo neutra (c), glimepirida substancia de

referéncia submetida a degradagdo alcalina (d), glimepirida substincia de referéncia submetida a

degradacdo oxidativa (e). As amostras foram submetidas a temperatura constante de 90°C por 360
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minutos e diluidas 10 vezes em fase movel antes de serem analisadas pelo método cromatografico.
Os possiveis produtos de degradacdo foram codificados como A, B, C, D, E e F, baseados na ordem
de elui¢io. Fase mével composta de tampdo fosfato de sédio (27,5 mmol L™'; pH 6,5) e metanol
(34:66, v/v), coluna C-18 Waters Symmetry® como fase estaciondria, detecgdo no UV a 228 nm,

volume de injegdo 20 pL, temperatura da coluna de 25° C e vazio a 1 mL min™.

4.2.3.7.2. Avaliagdo da seletividade

A andlise do cromatograma de glimepirida-SR na concentracdo de 10 ug mL" e de
solucdes placebo dos produtos Amaryl® 1, 2 e 4 mg demonstra que os excipientes das trés
formulag¢des ndo interferem significativamente no método de determinacdo de glimepirida
em comprimidos de Amaryl® por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figura 10). Além
disto, as resolugdes entre glimepirida e os potenciais produtos de degradacao (A, B, C, D, E
e F) foram maiores do que 2,0 em todos os casos, indicando adequada separacdo de
glimepirida e seus produtos de degradacdo (Figura 8). A confirmacdo de que nenhum
produto de degradacdo coeluiu com a glimepirida foi realizada através de andlises por
espectrometria de massas no tempo de andlise da glimepirida da solugdo padrdo e das
solugdes estressadas. Os espectros de massas obtidos das bandas cromatograficas da
glimepirida das solucdes estressadas (HCI, dgua, NaOH e H,0,) foram iguais ao espectro
de massas obtido da solu¢do padrao de glimepirida (Figura 10), o que garante a seletividade

da separagdo cromatografica obtida.
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Figura 10. Cromatogramas de glimepirida substincia de referéncia contendo todos os possiveis
produtos de degradacio (a), solucdes placebo dos produtos Amaryl® 1 mg (b), solucdes placebo dos
produtos Amaryl® 2 mg (c), solugdes placebo dos produtos Amaryl® 4 mg (d). Fase mével
composta de tampao fosfato de sédio (27,5 mmol L' pH 6,5) e metanol (34:66, v/v), coluna C-18
Waters Symmetry® como fase estaciondria, detec¢io no UV a 228 nm, volume de injegdo 20 pL,

temperatura da coluna de 25° C e vazdo a 1 mL min™.
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Espectros de massas obtidos no tempo de andlise da glimepirida apds separacio

cromatografica, sob as condi¢cdes otimizadas. (a) glimepirida substincia de referéncia, (b)

glimepirida substincia de referéncia submetida a degradacdo 4cida, (c) glimepirida substincia de

referéncia submetida a degradacdo neutra, (d) glimepirida substancia de referéncia submetida a
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degradacio alcalina, (e) glimepirida substincia de referéncia submetida a degradag@o oxidativa. m/z
491 = glimepirida (M + H); m/z 513 = glimepirida com aduto de sédio (M+H+Na); m/z 529 =
glimepirida com aduto de potdssio (M+H+K) e m/z 352 = fon fragmento de 491, formado na fonte.
Fase movel composta de tampao fosfato de sédio (27,5 mmol Lt pH 6.5) e metanol (34:66, v/v),
coluna C-18 Waters Symmetry® como fase estaciondria, deteccio no UV a 228 nm, volume de
injecdo 20 pL, temperatura da coluna de 25° C e vazdo a 1 mL min"'. Condi¢des do detector de
massas: Fonte de ionizagdo: electrospray positivo (ESI (+)), divisor de vazdo na interface
HPLC/MS: 130 uL min™, potencial do capilar: -4500 V, temperatura do gés secante: 300 °C, vazdo
do gés secante: 8,0 L min™', pressdo de nebulizacio: 30 psi, quantidade de fons acumulados no Ion-
Trap: 40000, tempo maximo de acimulo de fons: 200 ms, skimmer: 40 volts, cap exit: 129, 5 volts,
Oct 1: 12 volts, Oct 2: volts V, trap drive: 58, 5 volts, oct RF: 189 volts, lens 1: -5,0 volts, Lens 2: -

60,0 volts e intervalo de varredura no modo full Scan: 50-500 ou 50-700.

4.2.3.7.3. Construgdo da curva analitica de glimepirida

A Tabela 24 mostra os valores experimentais obtidos na construcao da curva analitica

de glimepirida-SR, utilizando fase mével como solvente.
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Tabela 24. Valores experimentais obtidos na constru¢@o da curva analitica de glimepirida

Concentracao

(ug mL™)

Resposta (4rea) *

Meédias das areas

Desvio
padrdo

D.P.R.%

2

153101
152579
157741

154474

2842

1,84

309930
304075
299710

304572

5128

1,68

10

571157
592960
577697

580605

11189

1,93

15

880566
914060
897288

897305

16747

1,87

20

1187776
1223971
1224172

1211973

20956

1,73

30

1861002
1839294
1833851

1844716

14364

0,78

40

2353935
2374099
2399617

2375884

22893

0,96

*Média de trés leituras

D.P.R.% - desvio padrao relativo.

4.2.3.74.

curva analitica de glimepirida.

Parametros obtidos a partir da curva analitica de glimepirida

A Tabela 25 relaciona os parametros obtidos a partir dos valores experimentais da

Rudy Bonfilio



118
CAPITULO III - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS
ANALITICOS

Tabela 25. Pardmetros obtidos a partir dos valores experimentais da

curva analitica de glimepirida

Parametros Resultados

A (nm) 228

Faixa linear (ug mL™) 2,0-40,0
Equacdo: y=bx + a y =59655x + 13095
Intercepto (a) £ desvio padrio 13095,07 £ 6265,60
Inclinagdo (b) + desvio padrao 59654,67 + 358
Limite de deteccdo (ug mL™) 0,315

Limite de quantificagdo (ug mL™) 1,050

r (coeficiente de correlacdo) + D.P. 0,9994 + 0,000370
n 7

Os valores sdo discriminados como média + desvio padrio de trés curvas
analiticas geradas em trés dias consecutivos (n = 3).
D.P. = Desvio padrao.

4.2.3.7.5. Avaliagdo da precisao

A Tabela 26 relaciona os valores de precisao do método.

Tabela 26. Valores obtidos no teste de precisdo de método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Nivel Areas das bandas D.P. D.PR.(%)

3065,4 0,55

Repetitividade 560649 554584 553596 558307 553127 553855
(n=6) (n=6)

Precisdo 560649 554584 553596 558307 553127 553855 9855,1 1,75
intermedidria 586072 565992 560622 559245 573589 568674 (n=6) (n=12)

D.P. = Desvio padrao
D.P.R. = Desvio padrio relativo.
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4.2.3.7.6. Exatidao utilizando o teste de recuperagdo para glimepirida

As Tabelas 27, 28 e 29 demonstram os valores obtidos no teste de recuperagdo de

glimepirida utilizando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia para os produtos

Amaryl® 1,2 e 4 mg.

Tabela 27. Valores obtidos no teste de recuperacdo de glimepirida-SR utilizando cromatografia liquida

de alta eficiéncia para o produto Amaryl® 1 mg

Concentragao Concentragao Concentragdo Concentracdo Recuperagdo
inicial adicionada tedrica final recuperada (%) + D.P.R.

(ng mL™) (ng mL™) (ugmLh)  (ugmL)*
R1 (80%) 5 3 8 3,062 102,07 £ 0,84
R2 (100%) 5 5 10 4,907 98,14 £ 1,02
R3 (120%) 5 7 12 7,001 100,01 + 1,05

* Média de trés determinacgdes
D.P.R. Desvio padrao relativo.

Tabela 28. Valores obtidos no teste de recuperacdo de glimepirida-SR utilizando cromatografia liquida

de alta eficiéncia para o produto Amaryl® 2 mg

Concentracao  Concentragdo Concentracdo Concentracdo  Recuperagdo
inicial adicionada tedrica final recuperada (%) +D.P.R.

(pgmlh  (ugmLh  gmLh)  (ugmLh*
R1 (80%) 5 3 8 3,056 101,87 £ 1,73
R2 (100%) 5 5 10 4,895 97,90 + 0,59
R3 (120%) 5 7 12 6,956 99,37 + 0,90

* Média de trés determinagdes
D.P.R. Desvio padrio relativo.
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Tabela 29. Valores obtidos no teste de recuperacdo de glimepirida-SR utilizando cromatografia liquida

de alta eficiéncia para o produto Amaryl® 4 mg

Concentracdo Concentracdo Concentracio Concentragdo  Recuperacao

inicial adicionada tedrica final recuperada (%) £ D.P.R.

(ug mL™") (ug mL™) (ugmL)  (ugmL™)*
R1 (80%) 5 3 8 2,963 98,77 £ 0,22
R2 (100%) 5 5 10 5,001 100,02 £ 1,19
R3 (120%) 5 7 12 7,178 102,54 + 1,55

* Média de trés determinacdes
D.P.R. Desvio padrio relativo.

4.2.3.77.7. Robustez

A Tabela 30 demonstra os valores de robustez obtidos a partir do teste proposto por

Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975).

Tabela 30. Valores obtidos no teste de robustez de método por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Varidvel Condigao experimental D.P. x
2

1 2 3 4 5 6 7 8

Coluna A A A A a a a a

pH do tampao B B b b B B b b

Propor¢do do tampao C c C c C c C c

Comprimento de onda D D d d d d D D

Vazao da fase mével E e E e e E e E

Fornecedor de metanol F f f F F f f F

Ultrassom G g g G g G G g

Resultados

Amaryl® 1 mg 101,6 88,4 92,1 97,9 102,7 1023 97,5 1048 8,0

Amaryl® 2 mg 99,3 87,7 98,8 100,2 91,3 1054 103,3 949 8,4

Amaryl® 4 mg 98,5 79,0 829 101,9 746 1050 974 75,1 17,9

* D.P. x V2* = Desvio padrio multiplicado pela raiz quadrada de 2
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A partir dos valores encontrados, os efeitos de cada varidvel foram calculados e

estdo descritos a seguir, na Tabela 31.

Tabela 31. Valores de efeitos obtidos de acordo com o teste de Youden e Steiner

Variavel Efeitos
Amaryl® 1 mg Amaryl® 2 mg Amaryl® 4 mg

Coluna cromatografica -6,8 2,2 2,6

pH do tampao da fase mével 0,7 -3.4 -0,1
Proporg¢do do tampao na fase movel 0,1 1,1 -1,9
Comprimento de onda -0,7 -2,6 -3,6
Vazao da fase movel 3,5 4,0 2,1
Fornecedor de metanol 6,6 2.4 -3,5
Ultrassom 2,8 8,9% 22,8%

(YOUDEN, STEINER, 1975)

De acordo com Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975), as varidveis que
produzirem um efeito maior do que a raiz quadrada de dois multiplicada pelo desvio padrao
entre os resultados (D.P. x \/2) influenciam significativamente a resposta analitica. De
acordo com a observagdo das Tabelas 30 e 31, pode-se concluir que a tnica varidvel que
influencia significativamente na resposta analitica para os produtos Amaryl® 2 mg e
Amaryl® 4 mg é o uso do ultrassom, pois os efeitos sdo maiores em médulo do que a raiz
quadrada de dois multiplicada pelo desvio padrdo entre os resultados. A partir destes
resultados, pode-se deduzir que 5 minutos de ultrassom sdo necessdrios para que haja
extracdo efetiva do principio ativo glimepirida da matriz. Finalmente, o método foi
considerado robusto para as outras varidveis consideradas: coluna cromatografica, pH do
tampao da fase moével, proporcao do tampao na fase mével, comprimento de onda, vazdo da

fase movel e fornecedor de metanol.
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4.2.3.8. Determinacdo de glimepirida nos comprimidos

A Tabela 32 mostra os resultados obtidos na determinacdo de glimepirida em
comprimidos de Amaryl® 1 mg, Amaryl® 2 mg e Amaryl® 4 mg pelo método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tabela 32. Valores experimentais de comprimidos de glimepirida, obtidos por cromatografia

liquida de alta eficiéncia

Padrdo Amaryl® 1 mg Amaryl®2mg  Amaryl®4mg
Média das dreas 556052,6 560137 563683 559040
D.P.R. (%) 0,59 (n=5) 1,17 (n=5) 1,91 (n=5) 1,68 (n=5)
Glimepirida (%) 100,12 100,86 101,49 100,66
Glimepirida (mg) --- 1,01 2,03 4,03

D.P.R. Desvio padrao relativo.

4.2.3.9. Discussio

A literatura descreve diferentes métodos cromatograficos para a andlise de
glimepirida em matrizes biologicas e medicamentos (Tabela 1). Entretanto, existem
somente trés métodos descritos para a separacdo da glimepirida e seus produtos de
degradagdo. Kovaiikovd e colaboradores (KOVARIKOVA et al., 2004) descreveram um
método para a determinagdo de glimepirida e seus produtos de degradacdo com tempo de
andlise de 20 minutos. O método desenvolvido por Khan e colaboradores (KHAN et al.,
2005) produziu a separacdo de glimepirida e suas substincias relacionadas em um tempo

total de 55 minutos. Bansal e colaboradores (Bansal et al., 2008) descreveram um método
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para separacgdo de glimepirida e suas substincias relacionadas que dura cerca de 30 minutos
de corrida cromatogrifica. Além disso, as monografias propostas pela farmacopeia
americana (USP, 2011) e pela farmacopeia europeia (EP, 2008) para andlise de matéria-
prima sdo baseadas em dois diferentes métodos: um método para a determinacdo da
impureza glimepirida cis-isdmero utilizando cromatografia de modo normal e um segundo
método para a determinacdo de glimepirida e outras substancias relacionadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa.

Devido ao fato da velocidade de andlise ter se tornado de grande importancia no
campo de andlise farmacéutica, este trabalho propds o desenvolvimento de um método
capaz de separar a glimepirida de seus produtos de degradagdo em menor tempo de corrida
em relacdo aos métodos ja descritos na literatura. A aplicacdo de uma abordagem
multivariada permitiu a obtencdo de um método que é capaz de analisar a glimepirida na
presenca de seus produtos de degradacdo em cerca de 9 minutos, demonstrando a vantagem
do método proposto nesse trabalho. Esta abordagem, portanto, € extremamente util para
laboratérios que estejam buscando uma rdpida otimizacdo, sem o numero total de
experimentos que requer uma otimiza¢do univariada. Em relacdo ao método
espectrofotométrico, também proposto neste trabalho, a técnica pro CLAE apresenta a
vantagem de permitir a andlise dos produtos de degradacio. E sabido que hd uma
priorizacdo de andlise de produtos farmacéuticos por CLAE, devido a seletividade desta
técnica. Uma das limitagdes da utilizacdo de CLAE, porém, € o alto custo da andlise de um
medicamento por este método, que emprega solventes organicos de alta pureza para uso e
padrdes de referéncias. Com relacdo a validagdo analitica, o método de CLAE desenvolvido

para determina¢do de glimepirida em comprimidos foi avaliado em relacdo aos seguintes
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parametros: linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacio, limite de
detec¢do e robustez.

A seletividade de um método analitico representa sua capacidade de sofrer a
influéncia tnica e exclusiva da substancia que se quer analisar. Ela pode ser determinada
com a adicdo de impurezas e produtos de degradagdo, obtidos experimentalmente ou
induzindo a sua formag¢dao (ERMER, 2001). A glimepirida foi submetida a degradacdo
dcida, neutra, oxidativa e alcalina. Os cromatogramas das solugdes degradadas estdo
ilustrados na Figura 9. Na degradacdo dcida (cromatograma b) observou-se a formagao de
quatro bandas adicionais, que foram codificados em A, C, D e F, de acordo com a ordem de
eluicdo. Na degradacdo neutra (cromatograma c) observou-se a formacdo das bandas
adicionais A e C. Na degradacdo alcalina (cromatograma d) foram observadas as bandas
adicionais A e C ja obtidas sob a condi¢ado 4cida e condi¢do neutra e mais duas bandas, que
foram codificados como B e E. Na degradacdo oxidativa (cromatograma e) também foram
observados as bandas adicionais A e C. Estes estudos de degradacdo forcada mostram a
suscetibilidade do farmaco perante a degradacdo 4cida, neutra, oxidativa e alcalina. Sugere-
se que o método possui seletividade, podendo ser utilizado em estudos de estabilidade.
Essa seletividade, foi confirmada através de estudos de HPLC-MS, que mostrou que os
espectros de massas full-scans obtidos das bandas cromatograficas da glimepirida das
solugdes estressadas (HCI, dgua, NaOH e H,0,) foram iguais ao espectro de massas obtido
da solugdo padrdo de glimepirida (Figura 10).

Os resultados obtidos na validacdo do método demonstraram que as solugdes de
glimepirida apresentaram correlacao linear entre as dreas das bandas e as concentragdes, no

intervalo utilizado. Graficos de concentracdo em funcdo da drea absoluta foram plotados e
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demonstraram linearidade na faixa de 2,0 a 40,0 ug mL"'. A equacio da reta para a
glimepirida foi y = 59655x + 13095, com coeficiente de correlagdo de 0,9994. A precisio
do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intradias) e precisdo intermedidria
(interdias), relacionadas na Tabela 26. Os valores de D.P.R. inferiores a 2,0% confirmam a
adequada precisdo do método. Os valores de recuperagdo para os produtos Amaryl® 1 mg,
Amaryl® 2 mg e Amaryl® 4 mg estdo apresentados nas Tabelas 27, 28 e 29,
respectivamente. Foram obtidas médias percentuais de recuperagdo de 100,07%; 99,71% e
100,44% para os produtos Amaryl® 1 mg, Amaryl® 2 mg e Amaryl® 4 mg,
respectivamente, indicando exatidao adequada, pois os valores se encontram dentro do
limite estabelecido de 98,0 a 102,0%. A sensibilidade do método em CLAE foi avaliada
pela determinacdo dos limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) de glimepirida no
sistema cromatografico empregado. De acordo com o ICH (ICH, 1996) e USP (USP, 2011)
nao had necessidade de avaliar estes parametros se o método for utilizado para fins de
quantificacdo. Verificou-se que os LD e LQ foram 0,315 pg mL” e 1,050 pg mL’,
respectivamente, indicando que todas as andlises foram realizadas acima desses limites. O
teste de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975) mostrou que o método € robusto
para os seguintes parametros: coluna cromatografica, pH do tampado da fase modvel,
proporcdo do tampao na fase mdvel, comprimento de onda, vazdo da fase movel e
fornecedor de metanol, sendo que o unico fator que interferiu significativamente na
recuperacio de comprimidos de Amaryl® 2 mg e Amaryl® 4 mg foi a varidvel ultrassom.
Nesses produtos, portanto, € necessdrio o tempo de ultrassom de 5 minutos para extragao de
substancia ativa da matriz farmacéutica. O método cromatografico mostrou-se adequado,

apresentando simplicidade, especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez,
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adequados limites de detec¢do e de quantificacdo e possui a vantagem de ser seletivo,
permitindo a andlise adequada de produtos de degradacao.

Além disso, este capitulo demonstra a importancia e aplicabilidade do emprego de
abordagens multivariadas na otimiza¢dao de métodos por HPLC, pois permitiu a obtencio
de uma eficiéncia satisfatéria com um reduzido niimero de experimentos. Outra vantagem €
que o emprego de otimizacdes multivariadas permite um aumento da eficiéncia
cromatogréfica sem os elevados custos que requerem as colunas com menores didmetros de

particulas e os equipamentos com bombas mais eficientes.
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5. TESTE DE DISSOLUCAO

5.1. Introducao

Um fator determinante para obten¢do do efeito terapéutico esperado € a taxa de
dissolucdo de um farmaco a partir da forma farmacéutica, pois a absorcdo deste farmaco
estd diretamente relacionada com sua dissolucdo. Portanto, os ensaios de dissolu¢do sao
importantes ferramentas para avaliacdo da influéncia de diferentes fatores da formulagdo na
absor¢do de farmacos, tais como propriedades fisico-quimicas da(s) substancia(s) ativa(s),
propriedades dos diferentes excipientes e diferentes passos nos processos de fabricacdo
(GRAFFNER, 2006).

Os testes de dissolugdo para formas farmacéuticas sdlidas foram inicialmente
incluidos na Farmacopeia Americana na década de 1960 (SOUZA, FREITAS,
STORPIRTIS, 2007). Atualmente, as principais aplicagdes dos ensaios de dissolucdo sdo
no desenvolvimento de medicamentos, em estudos de estabilidade, no estabelecimento de
correlagdes in vitro-in vivo, no controle de qualidade e em estudos de equivaléncia
farmaceéutica.

No desenvolvimento de medicamentos, os ensaios de dissolucdo sdo uma
ferramenta extremamente util, pois sdo utilizados para demonstrar a dependéncia da taxa de
dissolucdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas sélidas em funcdo de certos
excipientes e/ou varidveis de fabricacdo. Gray e colaboradores (2009) publicaram uma
interessante revisdo, citando trabalhos que estudaram dissolugdes de medicamentos em

funcdo de varidveis tecnoldgicas. Dentre as varidveis que mostraram significativa

Rudy Bonfilio



128
CAPITULO IV — TESTE DE DISSOLUCAO

influéncia, pode-se citar: composi¢do qualitativa e quantitativa de excipientes e do(s)
farmaco(s), tamanho de particula de excipientes e do(s) farmaco(s), higroscopicidade de
excipientes e do(s) farmaco(s), método de incorporacdo de desintegrantes, processo de
granulacdo, for¢a de compressao, polimorfismo, tipo de embalagem e condi¢des de estoque
(temperatura e umidade). Outra revisdao, que cita fatores que influenciam nos ensaios de
dissolucdo foi realizada por Marcolongo (2003). Os principais fatores relacionados a
formulacdo, citados pela autora sdo: pKa do farmaco; composi¢ao de excipientes; tamanho
de particula dos componentes da formulagdo; estado amorfo, cristalino e existéncia de
polimorfos; forma farmacéutica, tecnologia de fabricacao e processo de estocagem.

Em estudos de estabilidade, os ensaios de dissolu¢do sdo fundamentais, pois podem
indicar mudancas que ocorrem apds a fabricacdo de um produto farmacéutico, tais como:
cristalinidade, temperatura de transicdo vitrea, estrutura polimérica de excipientes,
polimorfismo, interacdo de envélucros de cdpsulas gelatinosas e conteido de misturas
(GRAY et al., 2009).

No estabelecimento de correlagdes in vitro-in vivo (CIVIV), os testes de dissolucdo
sdo aplicados como ferramenta para prever o desempenho de um medicamento in vivo. Os
melhores candidatos para se estabelecer CIVIV sdo produtos em que a dissolucdo € a etapa
determinante na absorcdo de farmacos (JANTRATID et al., 2009). Esses produtos sdao
classificados como classe II no sistema de classificagdo biofarmacéutica, o qual foi
proposto por Amidon e colaboradores (1995). Neste sistema, os farmacos sdo subdivididos
em quatro categorias: classe I: fairmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade; classe
II: farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade; classe III: farmacos de alta

solubilidade e baixa permeabilidade e classe IV: farmacos de baixa solubilidade e baixa
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permeabilidade. A solubilidade do farmaco € determinada dissolvendo-se a maior dose
desse farmaco em 250 mL de tampdo ajustando-se o pH entre 1 e 8. A substincia é
considerada altamente solivel quando a relagdo entre a dose e a solubilidade for menor ou
igual a 250 mL. Farmacos de alta permeabilidade sdo aqueles com biodisponibilidade
maior que 90%, na auséncia de instabilidade documentada no trato gastrintestinal (FDA,
1997).

A importancia de CIVIV se deve ao fato de que esta correlacdo pode ser utilizada
para reduzir o nimero de estudos em humanos durante o desenvolvimento de determinada
formulacdo (EMAMI, 2006). Além disso, sob certas condi¢des, os ensaios de dissolucdo
podem ser utilizados como substitutos de ensaios de bioequivaléncia (COSTA, LOBO,
2001).

No estabelecimento de CIVIVs, cinco niveis de correlagdo foram definidos pelo
FDA (1997), baseado na capacidade da correlagdo de refletir o perfil de concentracdao
plasmatica do farmaco em funcdo do tempo: Nivel A (correlacdo ponto a ponto entre a
dissolugdo in vitro e a absor¢do in vivo); Nivel B (média da dissolucdo in vitro é
correlacionada com a média do tempo de dissolucdo in vivo); nivel C (um ponto de
dissolucdo in vitro é correlacionado com um parametro farmacocinético, como AUC, tmax
ou Cpax); Nivel C multiplo (varios pontos de dissolugdo in vitro sdo correlacionados com
um parametro farmacocinético, como AUC, ty.x ou Cpax) € Nivel D (qualitativo, ndo é
considerado util para propésitos regulatérios) (FDA, 1997; EMAMI, 2006).

No controle de qualidade de medicamentos, os ensaios de dissolu¢do sdo utilizados
para avaliar a qualidade de todos os lotes produzidos em industrias, com a finalidade de

distinguir entre lotes aceitdveis e ndo aceitdveis. Neste caso, o ensaio de dissolucdo deve ser
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sensivel as varidveis de fabricacdo criticas, que podem influenciar na dissolucao da forma
farmacéutica (GRAY et al., 2009).

Alguns testes de dissolucdo utilizados em controle de qualidade tém sido criticados
porque ndao mimetizam as condi¢cdes gastro intestinais. Entretanto, segundo Gray e
colaboradores (2009), isto ndo € necessariamente uma limitac¢do do teste, pois o objetivo de
procedimentos de dissolucdo nestes casos € estabelecer equivaléncia de formulacdes testes
com lotes clinicos aceitdveis.

Os testes de dissolugdo para andlises de controle de qualidade de formas
farmacéuticas solidas de liberagdo imediata sdo descritos em monografias especificas,
citadas em farmacopeias (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008; USP, 2011; BP 2009;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Estes testes sao realizados através de um tnico
ponto de amostragem. Os critérios de aceitagdo sdao definidos como uma quantidade Q,
expressa como porcentagem do valor rotulado, que € estabelecida em cada monografia.

Estes critérios sdo estabelecidos de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 12.
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Estagio S1

6 unidades Se cumprir com

especificagio
Cada Unidade néo deve apresentar Lote aprovado
liberagéo menor que Q + 5%

Se ndo cumprir com
especificagio

Estagio §2

+ 6 unidades Se cumprir com

especificagio
Média das 12 unidades (S1 + 52) Lote aprovado
deve sermaiorouigualaQe

nenhumaunidade deve ser menor
que @ - 15%

Se ndo cumprir com
especificagéo

Estagio S3

+ 12 unidades Se cumptir com

especificagio
Média das 24 unidades (S1 + 82 + §3) Lote aprovado
deve ser maiorouigualaQ e

néo mais do que duas unidades deve
ser menor que Q - 15%

Figura 12. Critérios de aceita¢do para ensaios de dissolucdo aplicados no controle de qualidade de

produtos farmacéuticos.

Entretanto, existem farmacos que ndao possuem monografia oficial e, para estes
farmacos, existe a necessidade de desenvolver ensaios de dissolucao (MALESUIK et al.,
2006). Para desenvolver um teste de dissolugdo, vérios fatores devem ser avaliados, como a

solubilidade, a permeabilidade e as caracteristicas farmacocinéticas do farmaco, bem como
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as peculiaridades da formulacio em estudo. O aparato (cesta ou pd, para formas
farmacéuticas sélidas de liberagdo imediata como cépsulas e comprimidos), o meio de
dissolugcdo (pH de 1 a 6,8) e a velocidade de agitacdao (50, 75 e 100 rpm) devem ser
cuidadosamente determinados. O volume utilizado também deve ser observado (FDA,
1997). Além destes fatores, deve se considerar outras varidveis que podem influenciar no
ensaio: geometria e vibracdo do sistema; posi¢cdo da haste; posicdo e método de
amostragem; dispositivos para formas farmacéuticas que flutuam; presenca de ar ou gases;
temperatura; viscosidade; filtros utilizados, surfactantes e método analitico para
quantificacdo. A selecdo criteriosa das condicdes de ensaio deve ser orientada no sentido de
obter o maximo poder discriminatério e resultar na capacidade de deteccdo de eventuais
desvios dos padrdes de qualidade propostos (MARCOLONGO, 2003).

Ap6s a otimizacdo de um ensaio de dissolucdo, que deve ser validado, é importante
a avaliacdo dos parametros de seletividade, precisdo, exatiddo, linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e robustez, respeitando as caracteristicas de cada caso
(MARQUES, BROWN, 2002).

Em estudos de equivaléncia farmacéutica, os perfis de dissolucdo sdo utilizados para
comparagdo entre o medicamento referéncia e medicamentos testes (similares ou
genéricos). Este estudo € util nos casos em que se deseja conhecer o comportamento de dois
medicamentos antes de submeté-los a estudo de bioequivaléncia, para isen¢do de menores
dosagens desses estudos e para alteragdes pds-registro. O método recomendado € o modelo
independente simples, que serd descrito a seguir (BRASIL, 2010).

Na avaliacdo de efeitos de mudangas em formulacdes, em estudos de estabilidade,

em estudos de equivaléncia farmacéutica sdao construidos perfis de dissolucao para posterior
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comparacdo. Os métodos utilizados em compara¢do de perfis sdo classificados em varias
categorias, tais como:

Meétodos estatisticos: podem ser distinguidos em métodos que acessam a diferencga entre as
médias de dados de dissolucdo de dois farmacos em um tnico ponto de dissolucdo: andlise
de variancia com uma fonte de variacdio (ANOVA) ou teste ¢ de student, ou métodos que
acessam a diferenca entre as médias de dados de dissolucdo de dois farmacos em miltiplos
pontos de dissolugdo: andlise de varidncia multivariada (MANOVA) (COSTA, LOBO,
2001).

Métodos modelo independente: comparam diretamente a diferenca entre a porcentagem de
farmaco dissolvida em uma unidade de tempo para os produtos teste e referéncia. Podem
ser calculados a partir de uma simples taxa de percentual do fairmaco dissolvido (t,¢), a
partir de uma area sob a curva (ASC) ou a partir de uma taxa de dissolucao média (TDM).
Porém, os mais utilizados sdo os testes combinados, ou métodos modelo independente
simples, que empregam um fator de diferenca (F1) e um fator de semelhanca (F2) (COSTA,

LOBO, 2001). Estes modelos sdo definidos a partir das equagdes 9 e 10:

©)

F2=50xlog {[(1+ 1/n) X1, (R; — T:)*]"%* x 100} (10)
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em que: Rt é a porcentagem do farmaco referéncia dissolvido em cada ponto, 7t é a
porcentagem de produto teste dissolvido em cada ponto € n € o nimero de pontos de
amostragem (COSTA, LOBO, 2001).

Métodos modelo dependente: sdo baseados em funcdes matemdticas distintas que, apos
selecdo de uma funcdo adequada, permitem a avaliacdo dos perfis em relacdo aos
parametros derivados dos modelos aplicados. Os exemplos mais comuns encontrados na
literatura s@o: ordem zero, primeira ordem, Hixon-Crowell, Higushi, quadratico, Weibull,
entre outros (SERRA, STORPIRTS, 2007).

Existem outros parametros que se fundamentam em estudos de dissolu¢do e que
possibilitam conclusdes a respeito do processo de dissolu¢do de uma determinada
formulacdo: constante de velocidade de dissolu¢do (k); meia-vida de dissolucdo (tsos); €
quantidade dissolvida em determinado tempo (Qt). Estes parametros sdo obtidos em fun¢do
dos perfis de dissolucdo de formulag¢des e permitem conhecer: a velocidade do processo; a
quantidade méxima dissolvida e pontos nos quais podem ocorrer mudangas significativas
da dissolug@o. Além destes, a eficiéncia de dissolu¢ao (ED%) pode ser incluida como um
importante parametro de cinética de dissolu¢do. Este termo pode ser definido como a drea
sob a curva de dissolugdo em um determinado intervalo de tempo. A ED% permite a

comparacao mais fidedigna entre dois produtos (SERRA, STORPIRTIS, 2007).
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5.2. Parte experimental

5.2.1. Material

5.2.1.1. Amostras

Foram utilizados comprimidos glimepirida (Amaryl® 4mg, validade: 03/2011),
descritos no capitulo 3, empregados para o desenvolvimento e validagdo dos métodos

quantitativos.

5.2.1.2. Equipamentos

Aparelho de ultrassom Unique® modelo USC2800A (Indaiatuba, Brasil);

Balancga analitica Kern® modelo 410 (Kern, Alemanha);

Coluna Waters Symmetry® C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) e pré-coluna Waters
Symmetry® C-18 (20 mm x 3,9 mm, 5 pm) (Milford, EUA);

Cromatégrafo a liquido Shimadzu® (Kyoto, Japdo), série LC-10A, injetor manual 7725i
com al¢a de amostragem de 20 uL. (Rheodyne®, Califérnia, EUA), detector SPD-10AVP,
valvula FCV-10ALVP, forno de coluna CTO-10AVP e controlador SCL-10Avp;

Dissolutor Electrolab® TDT-08 L, equipado com oito cubas de dissolucdo, de acordo com

as normas estabelecidas pela USP 34 (USP, 2011);
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Filtros de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicos com 0,45 um de poro (Millipore®,
Bedford, EUA).

Membranas de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicas com 0,45 pum de poro e 47,0 mm de
diametro (Millipore®, Bedford, EUA);

Papel de filtro quantitativo isento de cinzas Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Peagdmetro Marconi® modelo PA 200 (Piracicaba, Brasil);

Sistema de filtracdo a vidcuo Nova Técnica® (Sao Paulo, Brasil);

Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore®, Bedford, EUA);

5.2.1.3. Solventes e reagentes

Acetato de sodio triidratado Synth® (Diadema, Brasil);

Acido acético glacial Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido citrico Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido cloridrico Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Agua ultrapura — dgua Milli-Q;

Fosfato de sédio bibdsico anidro Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);
Fosfato de sédio monobasico monoidratado Reagen® (Colombo, Brasil);
Hidréxido de sédio PA DINAMICA® (Sao Paulo, Brasil);

Lauril sulfato de sédio Henrifarma® (Sao Paulo, Brasil);

Metanol grau HPLC TEDIA company® (Fairfield, EUA);
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5.3. Teste de dissolucao

5.3.1. Determinacao das condicoes sink

As condigdes sink para glimepirida foram testadas em dgua, HCI 0,1 mol L', HCI
0,01 mol L'l, tampao acetato pH 4,5 (50 mmol L'l), tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l) e
tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo vérias concentracdes de lauril sulfato de
sodio. Foram utilizados 4 mg do farmaco em 333 mL do meio de dissolug@o sob agitagdo e

na temperatura de 37 °C + 0,5 °C.

5.3.2. Determinacao dos perfis de dissolucao

Para determinacdo de condicdes Otimas para realizacdo de ensaios e perfis de
dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, foram obtidos perfis de
dissolucdo utilizando os seguintes meios: tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo
0,5% de lauril sulfato de sédio, tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l) e tampao fosfato pH
6,8 (50 mmol L’l) contendo 0,1% de lauril sulfato de s6dio. Os meios foram desaerados em
banho de ultrassom por 30 minutos sob a temperatura 41° C. Foram testados os aparatos
cesta e pa sob as velocidades de agitacdo de 50, 75 e 100 rpm. Os tempos de coleta
selecionados foram 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos. Aliquotas de 10,0 mL foram retiradas de
cada cuba e imediatamente filtradas em papel de filtro VETEC. O mesmo volume de meio

de dissolugdo retirado das cubas foi reposto, para manter o volume total constante. As
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aliquotas retiradas foram filtradas em filtro de 0,45 pum e injetadas diretamente no

cromatégrafo e analisadas utilizando o método desenvolvido e validado (secdo 4.2.4).

5.4. Validacao do método analitico aplicado ao teste de dissolucao

A valida¢do do método analitico aplicado ao teste de dissolugdo foi realizada pela
avaliacdo dos seguintes parametros: seletividade, linearidade, repetibilidade, precisdo

intermedidria, exatiddo, limite de detec¢do, limite de quantificacio e robustez.

5.4.1. Seletividade

Foi avaliada usando placebo dos comprimidos de glimepirida. A amostra placebo
foi preparada utilizando-se quantidades de excipientes equivalentes a um comprimido de
Amaryl® 4 mg, os quais foram transferidos para cubas de dissolucio contendo 1000 mL de
tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio. A solucio
placebo foi submetida ao ensaio de dissolug@o sob as seguintes condi¢des: aparato pa por 1

h a 150 rpm. A interferéncia dos excipientes presentes foi analisada por CLAE.

5.4.2. Linearidade

Foi avalidada pela andlise de regressdo de trés curvas analiticas auténticas,

construidas em trés diferentes dias. Seis niveis de concentra¢do foram obtidos (1 a 6 pg mL

1. Para a obtencdo da curva analitica, foram pesados 25 mg de glimepirida-SR, transferidos
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para baldo volumétrico de 50 mL, dissolvidos em metanol e mantidos em aparelho de
ultrassom por 5 minutos, para melhor solubilizacdo. Uma aliquota de 5 mL desta solucao
foi transferida com auxilio de pipeta volumétrica para baldo volumétrico de 100 mL e
dissolvida em metanol. Com a utilizacdo de bureta foram obtidas solugdes com
concentracdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 € 6,0 ng mL"! de glimepirida-SR em tampao fosfato
pH 6,8 (50 mmol L") contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio. As solugdes foram
analisadas por CLAE. A curva analitica foi construida utilizando o programa Microsoft
Excel. A representacdo grafica da equacdo da reta foi determinada pela andlise de regressao

linear pelo método dos minimos quadrados.

5.4.3. Precisao

A precisdo foi avaliada em triplicata, aos niveis de 50%, 100% e 150% da
concentracdo tedrica do teste. Para obtencdo de solucdo estoque de glimepirida foram
pesados 40 mg de glimepirida-SR, transferidos para baldo volumétrico de 100 mL,
dissolvidos em metanol e mantidos em aparelho de ultrassom por 5 minutos, para melhor
solubilizagdo. Para obten¢do de solugdes ao nivel de 50% da concentracido tedrica do
ensaio, 5 mL de solucdo padrao de glimepirida em metanol foram transferidos para cubas
de dissolucdo contendo 1000 mL de tampdo fosfato de sédio pH 6,8 (50 mmol L™)
contendo 0,1% de lauril sulfato de s6dio. Em seguida, adicionou-se quantidades de
excipientes equivalente a 50% da quantidade contida em um comprimido de Amaryl® 4
mg. O procedimento foi realizado em triplicata. Para obtencdo de solu¢des ao nivel de

100% da concentracdo tedrica do ensaio, 10 mL de solucdo padrdo de glimepirida em
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metanol foram transferidos para cubas de dissolu¢do contendo 1000 mL de tampdo fosfato
de sédio pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de sddio. Em seguida,
adicionou-se quantidades de excipientes equivalente a 100% da quantidade contida em um
comprimido de Amaryl® 4 mg. O procedimento foi realizado em triplicata. Para obtencio
de solugdes ao nivel de 150% da concentragdo tedrica do ensaio, 15 mL de solu¢@o padrao
de glimepirida em metanol foram transferidos para cubas de dissolu¢do contendo 1000 mL
de tampao fosfato de sédio pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de sodio.
Em seguida, adicionaram-se quantidades de excipientes equivalente a 150% da quantidade
contida em um comprimido de Amaryl® 4 mg. O procedimento foi realizado em triplicata.
As solucdes foram submetidas ao ensaio de dissolucdo sob as seguintes condi¢des: aparato
pa por 1 h a 50 rpm. As solu¢des foram filtradas em papel de filtro VETEC e analisadas por
CLAE. Calculou-se o desvio padrio relativo entre as determinagdes. A precisio
intermedidria foi avaliada pela repeti¢cdo do procedimento em dois diferentes dias, por dois

diferentes analistas.

5.4.4. Exatidao

A exatiddo foi avaliada em triplicata, aos niveis de 50%, 100% e 150% da
concentracdo tedrica do teste. Para obtencdo de solucdo estoque de glimepirida foram
pesados 40 mg de glimepirida-SR, transferidos para baldo volumétrico de 100 mL,
dissolvidos em metanol e mantidos em aparelho de ultrassom por 5 minutos, para melhor
solubilizagdo. Para obtenc¢do de solugdes ao nivel de 50% da concentracido tedrica do

ensaio, 5 mL de solucdo padrdao de glimepirida em metanol foram transferidos para cubas
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de dissolucio contendo 1000 mL de tampdo fosfato de sédio pH 6,8 (50 mmol L)
contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio. Em seguida, adicionaram-se quantidades de
excipientes equivalentes a 50% da quantidade contida em um comprimido de Amaryl® 4
mg. O procedimento foi realizado em triplicata. Para obtencdo de solu¢des ao nivel de
100% da concentrac¢do tedrica do ensaio, 10 mL de solucdo padrdo de glimepirida em
metanol foram transferidos para cubas de dissolu¢do contendo 1000 mL de tampao fosfato
de s6dio pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de sddio. Em seguida,
adicionaram-se quantidades de excipientes equivalentes a 100% da quantidade contida em
um comprimido de Amaryl® 4 mg. O procedimento foi realizado em triplicata. Para
obtencao de solugdes ao nivel de 150% da concentracio tedrica do ensaio, 15 mL de
solu¢do padrao de glimepirida em metanol foram transferidos para cubas de dissolucao
contendo 1000 mL de tampao fosfato de sédio pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de
lauril sulfato de sédio. Em seguida, adicionaram-se quantidades de excipientes equivalentes
a 150% da quantidade contida em um comprimido de Amaryl® 4 mg. O procedimento foi
realizado em triplicata. As solu¢des foram submetidas ao ensaio de dissolucdo sob as
seguintes condi¢des: aparato pd por 1 h a 50 rpm. As solugdes foram filtradas em papel de
filtro VETEC e analisadas por CLAE. Calculou-se a porcentagem de recuperacdo de
glimepirida em cada cuba dividindo-se o valor encontrado pelo valor tedrico

correspondente a cada concentragao.

5.4.5. Limite de detecciao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Foram determinados pelas equagdes 2 e 3, indicadas pelo ICH (ICH, 2005):
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LD = 3(DP/a) 2)

LQ= 10(DP/a) 3)

em que DP = desvio padrdo das interseccdes e a € a inclinacdo média das trés curvas

analiticas obtidas no estudo de linearidade.

5.4.6. Robustez

Foi avaliada através do teste de robustez de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER,
1975), no qual sete varidveis que podem interferir no resultado analitico foram alteradas,
com posterior andlise dos dados. A resposta analitica avaliada foi a porcentagem de
recuperacio de comprimidos de Amaryl® 4 mg ap6s realizacdo de ensaio de dissolugio sob
as condicdes descritas na Tabela 33. As sete varidveis selecionadas foram: tempo de
dissolucao, pH do meio de dissolugdo, velocidade de agitagdo do aparato, temperatura do
meio de dissolucao, desaeragao, filtro de papel e exposicao a luz. As condi¢cdes normais das
varidveis foram denotadas por letras maidsculas A, B, C, D, E, F e G e seus valores
alternativos foram denotados pelas correspondentes letras mintsculas a, b, ¢, d, e, fe g. Um
total de oito experimentos foram conduzidos, como indicado na Tabela 33. A partir destes
resultados, o efeito de cada varidvel foi estimado, pela diferenca entre a média dos
resultados das quatro andlises com letra maidscula e a média dos resultados das quatro

andlises com letra mindscula. Considerando o desvio padrdo entre os oito resultados, os
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valores de efeito maior do que o produto do desvio padrio pela raiz quadrada de dois (s\2)

foram considerados significantes e, portanto, alteram a resposta analitica.

Tabela 33. Varidveis e seus niveis usadas em estudo de robustez do teste de dissolucdo, de acordo

com teste de robustez de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975)

. Condig¢des Condigdes Coqdlgao
Varidvel nominais alternativas experimental
12345678
Tempo de dissolucdo 60 minutos (A) 55 minutos (a) AAAAaaaa
pH do meio de dissolugdo 6,8 (B) 6,6 (b) BBbbBBbLD
Velocidade de agitacao 50 rpm (C) 45 rpm (c) Cc Cc Cc Cc
Temperatura do meio 37 °C (D) 35°C (d) DDddddDD
Desaeracao sim (E) nao (e) Ee Ee e Ee E
Filtro de papel sim (F) nao (f) Fff FFf fF
Exposicdo a luz sim (G) nio (g) GggGgGGyg
Resultados observados St uvwxyz

Letras maidsculas representam condi¢des nominais

Letras mindsculas representam condicdes alternativas.

5.5. Resultados e discussao

A Tabela 34 mostra os resultados dos ensaios de solubilidade de glimepirida na

determinacdo das condigdes sink para estabelecimento de meio de dissolu¢do para

glimepirida comprimidos. Neste ensaio, 4 mg do farmaco foram adicionados em 333 mL

dos solventes descritos na tabela a 37 °C + 0,5°C. Observou-se visualmente de houve

solubiliza¢do do farmaco.

Rudy Bonfilio



144
CAPITULO IV — TESTE DE DISSOLUCAO

Tabela 34. Solventes testados na determinag@o das condigdes sink para estabelecimento de meio de

dissolucdo para glimepirida comprimidos

Solvente Resultado

Agua Nao dissolveu
HCI 0,1 mol L™ Nio dissolveu
HCI 0,01 mol L Nio dissolveu
Tampao acetato pH = 4,5 (50 mmol L™ Nao dissolveu
Tampao fosfato pH = 6,8 (50 mmol L™ Nao dissolveu
Tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L") +0,1% de LSS Dissoluc¢do parcial
Tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L") +0,2% de LSS Dissoluc¢do parcial
Tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L") +0,3% de LSS Dissolug¢do parcial
Tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L") +0,4% de LSS Dissoluc¢do parcial
Tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L") +0,5% de LSS Dissolugao
Tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L")+ 1,0% de LSS Dissolugao
Tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) + 1,5% de LSS Dissolucdo
Tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) + 2,0% de LSS Dissolucdo
Tampio fosfato pH 6,8 (50 mmol L) + 2,5% de LSS Dissolucio

LSS = lauril sulfato de sédio.

A partir dos resultados que estdo apresentados na Tabela 34, pode-se concluir que
os meios que asseguram as condicdes sink para a glimepirida foram tampao fosfato pH 6,8
(50 mmol L'l) contendo 0,5 a 2,5 % de lauril sulfato de sédio. A partir destes resultados
construiu-se um perfil de dissolucdo utilizando comprimidos de Amaryl® 4 mg e o aparato
pa a 50 rpm e tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo 0,5% de lauril sulfato de
s6dio como meio de dissolu¢do. A Figura 13 (a) mostra os resultados obtidos na realiza¢ao

do ensaio.
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Figura 13. Perfil de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida utilizando pa a 50
rpm. (a): tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L") contendo 0,5% de lauril sulfato de sédio como
meio de dissolucdo, (b): tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l) como meio de dissolugdo e (c):
tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio como meio de

dissolucdo. Amostras foram analisadas por CLAE. Fase mdvel composta de tampao fosfato de
sé6dio (27,5 mmol L™; pH 6.5) e metanol (34:66 v/v), coluna Waters® Symmetry C-18 (250 x 4,6

mm, 5 pm) como fase estaciondria, detec¢do no UV a 228 nm e volume de injecao de 20 pL.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 13 (a), pode-se concluir que o meio
e tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo 0,5% de lauril sulfato de sédio ndo é ideal
para realizagdo de ensaios e perfis de dissolu¢do para comprimidos contendo 4 mg de
glimepirida, pois a libera¢do da substancia ativa ocorreu de forma rapida, sendo que foram
observados 100% de liberacdo em 15 minutos. De acordo com a resolu¢do RE n° 310, de 1°

de setembro de 2004 (BRASIL, 2004), na comparacao de perfis de dissolu¢do pelo método

Rudy Bonfilio



146
CAPITULO IV — TESTE DE DISSOLUCAO

modelo independente simples, deve-se incluir apenas um ponto acima de 85% de
dissolucdo para os produtos. Assim sendo, de forma a permitir um perfil de dissolucdo
discriminatério, que possa ser empregado em estudos de equivaléncia farmacéutica,
testaram-se outros meios de dissolu¢dao. De acordo com a FDA (FDA, 1997), as condicdes
sink sdo desejdveis, mas ndo mandatérias. O meio tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L™),
apesar de ndo assegurar as condi¢des sink, foi testado, a fim de se obter um perfil de
dissolucdo com liberacdo mais lenta e que atendesse aos requisitos para comparacio de
perfis de dissolucao pelo método modelo independente simples. A Figura 13 (b) mostra os
resultados obtidos na realiza¢do de perfil de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de
glimepirida utilizando p4 a 50 rpm e tampéo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) como meio de
dissolucio.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 13 (b), pode-se concluir que o meio
tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) a 50 rpm ndo ¢ ideal para realizacdo de ensaios e
perfis de dissoluciao para comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, pois a liberacdo da
substancia ativa ocorreu de forma lenta (apenas 37,75% de substincia ativa em 60 minutos
de ensaio). Assim sendo, a velocidade de agitacdo foi aumentada para 100 rpm, na tentativa
de obter maior liberacdo de glimepirida. Entretanto, a liberacdo da substancia ativa ocorreu
de forma lenta (apenas 36,78% da substancia ativa em 60 minutos de ensaio), (resultados
nao demonstrados). Assim sendo, testou-se o meio de dissolucio tampao fosfato pH 6,8 (50
mmol L‘l) contendo 0,1% de lauril sulfato de s6dio. A Figura 13 (c) mostra os resultados
obtidos de perfil de dissolu¢dao de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida utilizando pa
a 50 rpm e tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) e 0,1% de lauril sulfato de sédio como

meio de dissolugdo.
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A partir dos resultados demonstrados na Figura 13 (c), pode-se concluir que o meio
tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L") contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio é ideal para
realizacdo de ensaios e perfis de dissolucio para comprimidos contendo 4 mg de
glimepirida, pois esse meio, sob as condi¢des descritas, permitiu a liberagdo de 90, 4% de
substincia ativa em 60 minutos de ensaio. Além disso, verificou-se apenas um ponto acima
de 85% de dissolugdo, o que permite comparacdo de perfis de dissolucdo pelo método
modelo independente simples.

A influéncia da velocidade de agitacdo e do tipo de aparato foram posteriormente
testadas para determinagdo de condicdes Otimas para realizacdo de ensaios e perfis de
dissolucdo para comprimidos contendo 4 mg de glimepirida. A Figura 14 mostra os
resultados obtidos na realizagcao de perfis de dissolucdo de comprimidos contendo 4 mg de
glimepirida utilizando p4 a 50, 75 e 100 rpm e tampdo fosfato pH = 6,8 (50 mmol L")

contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio como meio de dissolugdo.
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Figura 14. Perfis de dissolucido de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida utilizando pa a 50,
75 e 100 rpm e tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L") contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio
como meio de dissolucdo. Amostras foram analisadas por CLAE. Fase mével composta de tampao
fosfato de sddio (27,5 mmol Lt pH 6.,5) e metanol (34:66 v/v), coluna Waters® Symmetry C-18
(250 x 4,6 mm, 5 um) como fase estaciondria, detec¢do no UV a 228 nm e volume de injecdo de 20

pL.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 14, pode-se concluir que a
velocidade de agitacdo das pds exerce uma influéncia na liberagdo de comprimidos de
glimepirida, sendo que a unica condi¢do que permitiu apenas um ponto acima de 85% de
dissolug@o foi a velocidade de 50 rpm. O aparato pa, sob 75 e 100 rpm, e o meio de
dissolucao tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l), contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio
ndo permitem, portanto, a comparacdo de perfis de dissolucio através do método modelo

independente simples.
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Posteriormente, testou-se o aparato cesta e a influéncia na velocidade de agitacio
deste tipo de aparato na liberacdo de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida utilizando
o meio de dissolucio tampido fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo 0,1% de lauril sulfato

de sédio. Os resultados estdo demonstrados na Figura 15.

Figura 15. Perfis de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida utilizando cesta a
50, 75 e 100 rpm e tampéo fosfato pH 6,8 (50 mmol L") contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio
como meio de dissolu¢do. Amostras foram analisadas por CLAE. Fase mével composta de tampao
fosfato de sédio (27,5 mmol L; pH 6,5) e metanol (34:66 v/v), coluna Waters® Symmetry C-18
(250 x 4,6 mm, 5 pm) como fase estaciondria, deteccdo no UV a 228 nm e volume de inje¢do de 20

pl.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 15, pode-se concluir que a

velocidade de agitacdo das cestas exerce uma influéncia na liberagao de comprimidos de
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glimepirida, sendo que a tnica condi¢do que permitiu apenas um ponto acima de 85% de
dissolucdo foi a velocidade de 75 rpm. O aparato cesta, sob 50 e 100 rpm, e o meio de
dissolucdo tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de sddio
ndo permitem, portanto, a comparacdo de perfis de dissolucdo pelo método modelo
independente simples.

As condicdes que podem ser utilizadas para comparagdo de perfis de dissolucdo de
glimepirida pelo método modelo independente simples sdo: aparato pd a 50 rpm e tampao
fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de s6dio como meio de
dissolucfio e aparato cesta a 75 rpm e tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo 0,1%
de lauril sulfato de sédio como meio de dissolugdo. Considerando que o aparato pd é
normalmente recomendado pela farmacopeia americana para realizacdo de testes de
dissolu¢@o em comprimidos (USP, 2011), estabeleceu-se pa a 50 rpm e tampao fosfato pH
6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio como condi¢des ideais para
realizacdo de perfis e ensaios de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida,
pois estas condicdes permitem a obtencdo de um perfil de dissolucao discriminatério, que
pode ser empregado em estudos de equivaléncia farmacéutica e em testes de rotina de
laboratérios de controle de qualidade. O tempo para realizacdo de ensaios de dissolugdo de
glimepirida foi estabelecido em 60 minutos com um Q de 80%, pois todas as unidades
individuais do produto referéncia Amaryl® 4 mg demonstraram uma liberagdo superior a
85% em 60 minutos de ensaio. O ensaio de dissolucdo estabelecido sob as condi¢des

descritas foi posteriormente validado.
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5.5.1. Validacao do método analitico aplicado ao teste de dissolucao

5.5.1.1. Avaliagdo da seletividade

A Figura 16 mostra o cromatograma referente a avaliagdo da seletividade dos

excipientes contidos no comprimido de Amaryl® 4 mg.

D,CIS: _—Lauril sulfato de sédio
0,02]
g ]
=)
0,01]
0,00]
o 1 2 3 4 5 8 T 8

Tempo (minutos)

Figura 16. Cromatograma de placebo em tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L") contendo 0,1% de
lauril sulfato de sédio. A soluc¢do placebo foi submetida ao ensaio de dissolu¢do usando pd por 1 h a
150 rpm. Fase mével composta de tampio fosfato de sédio (27,5 mmol L™; pH 6,5) e metanol
(34:66 v/v), coluna Waters® Symmetry C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) como fase estaciondria,

deteccdo no UV a 228 nm, volume de injecdo de 20 pL e vazio de 1 mL min™.
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A andlise do cromatograma de glimepirida de solu¢do placebo do produto Amaryl®
4 mg demonstra que os excipientes nao interferem significativamente no método de
determinacio de glimepirida em comprimidos de Amaryl® por cromatografia liquida de alta

eficiéncia, pois ndo houve interferéncia no tempo de retencio da glimepirida (Figura 17).

0,03,
] E,zLauriI sulfato de sodio
0,02:
g ]
)
0,01 Glimepirida
0,00 ——— e
0 1 2 3 4 5 & 7 8

Tempo {minutos)

Figura 17. Cromatograma de glimepirida substancia quimica de referéncia em tampao fosfato pH
6,8 (50 mmol L"l) contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio. Fase mével composta de tampao
fosfato de sédio (27,5 mmol L; pH 6,5) e metanol (34:66 v/v), coluna Waters® Symmetry C-18
(250 x 4,6 mm, 5 pm) como fase estaciondria, deteccdo no UV a 228 nm, volume de injecao de 20

L e vazdo de 1 mL min™.
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5.5.1.2. Construcdo da curva analitica de glimepirida

A Tabela 35 mostra os valores experimentais obtidos na construcao da curva analitica

de glimepirida-SR, em tampdo fosfato pH 6,8 (50 mmol L) contendo 0,1% de lauril

sulfato de sddio.

Tabela 35. Valores experimentais obtidos na construcido da curva analitica para glimepirida para

validagdo de ensaio de dissolugdo

Concentragdo  Resposta (drea) *

(ug mL™)

Médias das areas

Desvio
padrdo

D.P.R.%

1

31716,67
31283,67
31321,33

31440,56

239,86

0,76

64075,00
61928,67
63353,33

63119,00

1092,19

1,73

97365,67
95223,00
98198,33

96929,00

1534,98

1,58

126209,33
127052,00
123955,33

125752,22

1578,77

1,26

162767,00
156121,00
156308,00

158398,67

3784,24

2,39

6

192069,33
187084,33
190664,33

189939,33

2570,36

1,35

*Meédia de trés leituras

D.P.R.% - desvio padrio relativo.
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5.5.1.3. Parametros obtidos a partir da curva analitica de glimepirida

A Tabela 36 relaciona os parametros obtidos a partir dos valores experimentais da

curva analitica de glimepirida.

Tabela 36. Parametros obtidos a partir dos valores experimentais da curva analitica

de glimepirida

Parametros Resultados

A (nm) 228

Faixa linear (ug mL™) 1,0-6,0
Equacdo: y=bx +a y =31595x + 214,19
Intercepto (a) + desvio padrdo 214,19 + 447,33
Inclinacdo (b) + desvio padrao 31595 £496,51
Limite de detec¢do (pg mL™") 0,042
Limite de quantificacio (ug mL™) 0,142

r (coeficiente de correlacdo) 0,99987 + 0,000222
n 6

Os valores s@o discriminados como média + desvio padrao de trés curvas analiticas
geradas em trés dias consecutivos (n = 3).

As Tabelas 35 e 36 demonstram que o método analitico aplicado ao ensaio de
dissolu¢do apresenta linearidade satisfatoria no intervalo considerado, pois o coeficiente de

correlagdo (r) foi maior do que 0,999, como recomendado pelo ICH, 2005.
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5.5.1.4. Avaliagdo da precisao

A Tabela 37 relaciona os valores de precisao do método.

Tabela 37. Valores obtidos no teste de precisdo de ensaio de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de

glimepirida
Nivel Areas das bandas Média D.P. D.P.R.
1 2 3 4 5 6 (%)

Repetitividade
50% 60270 60123 60622 --- --- - 60338 256,4 0,42 (n=3)
100% 121021 122335 122138 --- --- --- 121831 708,7 0,58 (n=3)
150% 178770 177440 178938 --- --- - 178383  820,7 0,46 (n=3)

Precisao

intermediaria
50% 60270 60123 60622 58915 59328 62463 60287  1239,1 2,06 (n=6)
100% 121021 122335 122138 114557 116650 116270 118829 3393,9 2,86 (n=6)
150% 178770 177440 178938 171894 173895 174208 175858 2924,3 1,66 (n=6)

D.P. = Desvio padrao
D.P.R. = Desvio padrio relativo.
Os valores da Tabela 37 demonstram que o método analitico aplicado ao ensaio de
dissolugdo € suficientemente preciso, pois foram obtidas estimativas de desvio padrdo
relativo inferiores a 5,0%, como recomendado na literatura para ensaios de dissolucdo

(USP, 2011).

5.5.1.5. Exatidao utilizando o teste de recuperacio para glimepirida

A Tabela 38 demonstra os valores obtidos no teste de recuperacdo de glimepirida

apos realizacdo de ensaio de dissolugdo.
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Tabela 38. Valores obtidos no teste de recuperacdo de glimepirida apds realizagdo de ensaio de

dissolucao
Concentragdo de Concentra¢do =

. .o, Recuperacgao

glimepirida recuperada (%) + D.P.R

adicionada (pg mL'l) (ug mL'l) * o) =R

R1 (50%) 2 1,9857 99,29 +£0,42

R2 (100%) 4 4,0095 100,24 + 0,58

R3 (150%) 6 35,8706 97,84 + 0,46

* Média de trés determinagdes.
D.P.R.% - desvio padrao relativo.

Os valores da Tabela 38 demonstram que o método analitico aplicado ao ensaio de
dissolucdo apresenta exatiddo adequada, pois foram obtidos valores de recuperacdo entre

95,0 e 105,0%, como recomendado na literatura para ensaios de dissolu¢dao (USP, 2011).

5.5.1.6. Robustez

A Tabela 39 demonstra os valores de robustez obtidos a partir do teste proposto por

Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975).
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Tabela 39. Valores obtidos no teste de robustez de ensaio de dissolu¢@o para comprimidos contendo 4

mg de glimepirida

Varidvel Condig¢ao experimental D.P. x

\2

Tempo de dissolugdo

pH do meio de dissolugdo
Velocidade de agitacao
Temperatura do meio
Desaeracao

Filtro de papel

Exposi¢do a luz
Resultados (% dissolvida) 92,2 933 89,5 77,7 87,8 952 9

Qammoaw» -~
e 0o To WP
g = Ma o > w
QMo a0 o P> N

o o )m™e »n
Q~Mme o W o
oo MmO o oo o

oQ

7
a
b
C
D
e
f
G
3,

8 8

>
o

8,23

D.P. x V2 = Desvio padrio multiplicado pela raiz quadrada de 2.

A partir dos valores encontrados, os efeitos de cada varidvel foram calculados e estao

descritos na Tabela 40.

Tabela 40. Valores de efeitos obtidos de acordo
com o teste de Youden e Steiner (YOUDEN,

STEINER, 1975)

Varidvel Efeito
Tempo de dissolugao -2,22
pH do meio de dissolugao 5,70
Velocidade de agitagcao 3,11
Temperatura do meio 3,47
Desaeracdo 2,29
Filtro de papel -7,32
Exposi¢do a luz 0,87

De acordo com Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975), as varidveis que
produzirem um efeito maior do que a raiz quadrada de dois multiplicada pelo desvio padrao

entre os resultados (D.P. x \2) influenciam significativamente a resposta analitica. De
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acordo com a observacdo das Tabelas 39 e 40, pode-se concluir nenhum fator testado
influencia significativamente na resposta analitica para o produto Amary1® 4 mg. A partir
destes resultados, pode-se deduzir que o método de andlise é considerado robusto para

todas as variaveis consideradas.

5.5.2. Discussao

Os ensaios de dissolugdo in vitro de formas farmacéuticas de liberacao imediata sdo
de extrema importincia, pois sdo essenciais na avaliacdo da qualidade lote a lote de um
produto farmacéutico, para orientar o desenvolvimento de novas formulacdes e para
assegurar a qualidade continua de um produto apds certas mudangas, como alteragdes na
formulacdo, no processo ou local de produgdo ou até mesmo na escala do processo de
fabricagao.

Neste trabalho, foram propostas as condi¢Oes ideais para realizar perfis de
dissolucao de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida e para realizacao dos ensaios de
dissoluc¢do orientados os controle de qualidade deste produto farmacéutico. Apds teste com
varios meios de dissolugcdo e os dois aparatos (cesta e pd) nas velocidades de agitacdo de
50, 75 e 100 rpm, chegou-se a conclusdo de que as condic¢des ideais sd@o tampao fosfato de
s6dio pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de s6dio como meio de
dissolucdo e aparato pd sob a velocidade de agitacao de 50 rpm com quantificagdo por
CLAE. A espectrofotometria desenvolvida neste trabalho ndo pdde ser utilizada como
método de quantificacdo pois, além de ser um método ndo seletivo quanto aos produtos de

degradacdo, ndo permitiu a quantificacdo da glimepirida em meio contendo lauril sulfato de
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s6dio, uma vez que este tensoativo, quando em contato com 0s excipientes presentes no
produto Amaryl® 4 mg produziu uma turvagdo, o que impede o emprego da
espectrofotometria.

Sob as condigdes descritas, o perfil de dissolucdo de comprimidos de Amaryl® 4
mg, com coleta das amostras nos tempos 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos, mostrou-se
adequado para realizacdo de estudos de equivaléncia farmacéutica, pois verificou-se apenas
um ponto com dissolu¢d@o superior a 85%, como estabelecido pela resolu¢ao RE n° 310, de
01 de setembro de 2004 (BRASIL, 2004), que determina essa condi¢do para comparacao de
perfis de dissolucdo através do método modelo independente simples.

O tempo para realizagdo de ensaios de dissolu¢do de glimepirida foi estabelecido
em 60 minutos com Q de 80%, pois todas as unidades individuais do produto referéncia
Amaryl® 4 mg demonstraram liberacao superior a 85% em 60 minutos de ensaio. O método
analitico aplicado ao teste de dissolucdo sob as condi¢des descritas foi posteriormente
validado. A seletividade foi demonstrada pela auséncia de interferéncia dos excipientes no
método cromatografico.

Os resultados obtidos na determinagdo da linearidade do método demonstraram que
as solugdes de glimepirida apresentaram correlacio linear entre as dreas das bandas e as
concentracdes, no intervalo utilizado. Graficos de concentragdo em funcio da drea absoluta
foram plotados e demonstraram linearidade na faixa de 1,0 a 6,0 pg mL" em meio de
dissolugdo. A equacdo da reta para a glimepirida foi y = 31595x + 214,19 com coeficiente
de correlacdo de 0,99987.

A precis@ao do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intradias) e

precis@o intermedidria (interdias). Os valores de D.P.R. inferiores a 5,0% confirmam a
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adequada precisdo de métodos aplicados a ensaios de dissolucdo, de acordo com
estabelecido na literatura (USP, 2011). A média de recuperacdo foi de 99,12%, indicando
exatidao adequada, pois o valor se encontra dentro do limite estabelecido de 95,0 a 105,0%
(USP, 2011). Verificou-se que LD e LQ foram 0,042 pg mL' e 0,142 pg mL",
respectivamente, indicando que todas as andlises foram realizadas acima destes limites.

O teste de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975) demonstrou a robustez
para todos os parametros considerados: tempo de dissolucdo, pH do meio de dissolugdo,
velocidade de agitacdo do aparato, temperatura do meio de dissolucio, desaeracdo, filtro de
papel e exposi¢ao a luz.

As condicdes descritas nesta se¢do permitem a comparacao de perfis de dissolugdo
pelo método modelo independente simples, podendo, portanto, ser empregadas na avaliacao
de equivaléncia farmacéutica entre o produto referéncia (Amaryl® 4 mg) e genéricos ou
similares. Além disso, estabeleceu-se um ensaio de dissolucdo orientado ao controle de
qualidade de Amaryl® 4 mg. Portanto, as condicdes estabelecidas foram adequadas e o
perfil obtido considerado satisfatorio.

Este ensaio proposto € de extrema importancia, pois somente a aplicacdo de testes
que possam discriminar adequadamente a qualidade de formula¢des comercializadas ird
garantir a qualidade, seguranca e eficicia dos medicamentos similares e genéricos.
Posteriormente, este ensaio de dissolucdo serd aplicado em formulacdes similares, para
avaliar sua capacidade discriminatéria e para verificar estes produtos cumprem com 0s

requisitos minimos para comercializacao.
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6. ESTUDOS DE ESTABILIDADE

6.1. Introducao

Entende-se por estabilidade a capacidade de uma formulagdo de manter as
especificacdes fisicas, quimicas, microbioldgicas e biofarmacéuticas dentro dos limites
especificados durante todo seu prazo de validade (O’DONNELL, BOKSER, 2005).

A relevancia de estudos de estabilidade € verificada ao se considerar que a perda da
estabilidade de um medicamento pode estar diretamente relacionada com a perda do efeito
terapéutico ou com a formagdo de produtos de degradacdo (SILVA et al., 2009). A
formacdo de produtos de degradacdo pode resultar em atividade reduzida ou tdxica
(CARVALHO et al., 2005).

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substincias ativas e adjuvantes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicao, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais
de embalagem (BRASIL, 2005).

A partir destes estudos, pode-se determinar o prazo de validade, o material de
embalagem e as condi¢des de armazenamento e transporte de firmacos e medicamentos
(ICH, 2003). Entende-se por prazo de validade o periodo de tempo compreendido entre a
fabricagdo do produto farmacéutico até aquele que sua poténcia ndo seja inferior a 90%,

desde que os produtos de degradacdo estejam todos seguramente identificados e
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previamente reconhecidos seus efeitos e que a qualidade do produto esteja dentro do
especificado (SILVA et al., 2009).

Muitos fatores afetam a estabilidade de um produto farmacéutico, entre eles, a
estabilidade das substancias ativas, a interagdo excipiente-firmaco, os processos de
producdo, a forma farmacéutica, a embalagem e o sistema de lacre, as condi¢des durante o
transporte, armazenamento e o periodo entre a fabricacdo e a utilizacao do produto. Fatores
ambientais que podem alterar um produto com o tempo incluem temperatura, radiacdes,
umidade, oxigénio e outros gases atmosféricos, pressdo, solventes, pH, interacdes,
contaminac¢ao microbiana, entre outros (KOMMANABOYINA e RHODES, 1999).

As reacdes de degradacdo em produtos farmacé€uticos ocorrem com velocidade
definida e s@o de natureza quimica. Portanto, ao considerar a estabilidade quimica de um
produto farmacéutico € preciso conhecer a ordem e a velocidade da reacdo. A expressao da
velocidade da reac@o é uma descricdo da concentracdo do farmaco com relagcdo ao tempo.
Em geral, as reacdes de degradacdo de produtos farmacé€uticos sdo de ordem zero e de
primeira ordem e, mais raramente, de segunda ordem (ANSEL et al., 2000). O modelo
cinético pode ser representado pelas seguintes equagdes:

C=Cy -kt t90% = (0,1 x Cp)/k (reagc@o de ordem zero)
In C =1n Cy— kt t90% = 0,106/k (reag@o de primeira ordem)
1/C = 1/Cy + kt t90% = 1/(9k x Cy) (reagdo de segunda ordem)

Quando a ordem de reacdo € desconhecida, € possivel deduzi-la pela andlise dos

gréaficos plotados para cada ordem. A representacdo grafica que resultar em uma linha reta

indica qual a ordem de reacdo (NETZ e ORTEGA, 2002).
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Viérios métodos para determinacdo de estabilidade quimica de produtos
farmacéuticos sao descritos na literatura, dentre eles:
Método de Arrhenius: Consiste em expor o medicamento a, no minimo 3 diferentes
condi¢cdes de temperaturas superiores a normal e acompanhar o decréscimo da
concentracdo da substancia ativa. Posteriormente, determina-se a ordem de reagdo e através
da inclinacdo da curva de ordem determinada, obtém-se a velocidade de degradacdo (K) do
farmaco em cada temperatura. Posteriormente, elabora-se o grafico log K em funcao de 1/T
(T deve estar em Kelvin). O K para a temperatura de armazenamento no qual o produto
serd exposto pode entdo ser calculado. Sabendo-se a ordem de reacdo e o K na temperatura
desejada, pode-se calcular o prazo de validade nesta temperatura, que € o tempo tedrico em
que ocorrerd diminuicdo de substincia ativa em 10% (tooy). Entretanto, este método
apresenta algumas limitagdes, pois € desejavel que as reacdes atinjam uma porcentagem de
pelo menos 50% da degradacao para de avaliar a ordem de reagdo (LEITE, 2006).
Método empirico: Estabelece que a cada aumento de 10°C duplica-se o valor de velocidade
de reacdo. Porém, esta regra € tdo simplista que s6 pode ser utilizada em um nimero
limitado de casos (LEITE, 2006).
Meétodo da tabela de estabilidade: Relaciona a estabilidade a temperatura ambiente (Ty)
com dados de degradagdo a duas temperaturas mais elevadas (T, e T»), através da Equacdo
9:

o = To/To.(T1 = To)/(T2 — Th) ©)
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A utilizacao deste método € restrita ao desenvolvimento de produtos farmacéuticos.
Para produtos a serem comercializados no Brasil, é desejavel utilizar 30°C como
temperatura ambiente (LEITE, 2006).
Método do coeficiente de temperatura: o coeficiente de temperatura (Qo) € definido

segunda a equagdo 10 (ANSEL, 2000):

Q10 = K(T+10)/KT (10)

em que: K(T+10): é a velocidade de uma reacdo em determinada temperatura e KT € a
velocidade de uma reacdo a uma temperatura 10°C inferior.

Termogravimetria: Permite a verificacdo de estabilidade térmica e determinagdo de
parametros cinéticos (energia de ativacdo, fator pré-exponencial e ordem de ativagdo),
através do estudo da decomposi¢do térmica de medicamentos. Os parametros cinéticos
podem ser calculados a partir do perfil termogravimétrico, utilizando tratamentos
matematicos de regressao linear e ndo linear, com base em equacdes desenvolvidas para
este fim (LEITE, 2006).

Embora os métodos cldssicos descritos anteriormente sejam uteis para prever a
diminuicdo de teor de uma substancia ativa, existem diretrizes bem estabelecidas para
conducdo de estudos de estabilidade.

No Brasil, a resolucdo RE n. 1, de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005) serve como
guia para a realizacdo de estudos de estabilidade. Esta resolu¢do tem como referéncia os

guias de qualidade editados pelo ICH relativos a requerimentos técnicos para registro de
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medicamentos para uso humano. Este guia define trés tipos de estudos de estabilidade: a)
estabilidade acelerada: estudo em que se acelera a degradacdo quimica ou mudangas fisicas
de um produto em condi¢des for¢adas de armazenamento; b) estabilidade de longa duragdo:
estudo projetado para verificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e
microbioldgicas de um produto durante o prazo de validade esperado e, opcionalmente,
apds seu vencimento; ¢) estabilidade de acompanhamento: estudo realizado ap6s o inicio da
comercializagdo do produto, para verificar a manuten¢do das caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas e microbioldgicas, previstas nos estudos de estabilidade de longa
duracdo (CARVALHO et al., 2005).

Com relacdao a frequéncia dos testes nos estudos de estabilidade acelerada e
estabilidade de longa duracio, € estabelecido que para os estudos de estabilidade de longa
duracdo os testes devem ser realizados a cada trés meses no primeiro ano e a cada seis
meses no segundo ano. Além disso, para submissdo as autoridades sanitdrias, os estudos de
estabilidade de longa duracio devem ser conduzidos por pelo menos 12 meses. Os testes no
estudo de estabilidade acelerada devem ser realizados nos tempos zero, trés e seis meses
(BRASIL, 2005).

No caso de sélidos, nos estudos de estabilidade acelerada a ANVISA estabelece o
armazenamento das amostras na embalagem primdria a 40°C = 2°C e 75% *= 5% de
umidade relativa. No estudo de estabilidade de longa duragdo, as amostras devem ser
armazenadas a 30°C £ 2°C e 75% * 5% de umidade relativa (BRASIL, 2005).

A RE n. 1, de 29 de julho de 2005 estabelece ainda que para as formas
farmacéuticas sélidas devem ser apresentadas informacdes sobre a dissolu¢do e dureza

(BRASIL, 2005).
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Os estudos de estabilidade acelerada sdo conduzidos com o propoésito de monitorar
as reagdes de degradacdo e prever o prazo de validade nas condi¢des normais de
armazenamento. O teste de estabilidade de longa duragdo, é recomendado para validar a

estabilidade pretendida (LEITE, 2006).

6.2. Parte experimental

6.2.1. Material

6.2.1.1. Amostras

Os produtos farmacéuticos utilizados foram comprimidos de Amaryl® 4 mg
(validade: 03/2011) e trés diferentes produtos similares contendo 4 mg de glimepirida, os
quais foram codificados como produto A (validade: 03/2011), produto B (validade:
05/2011) e produto C (validade: 12/2011). Todas as amostras de cada produto farmacéutico

pertencem ao mesmo lote.

6.2.1.2. Equipamentos

e Aparelho de ultrassom Unique® modelo USC2800A (Indaiatuba, Brasil);
e Balanca analitica Kern® modelo 410 (Kern, Alemanha);

e (Camara climdtica Nova Etica® modelo CLD 420 (Sao Paulo, Brasil);
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Coluna Waters Symmetry® C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) e pré-coluna Waters
Symmetry® C-18 (20 mm x 3,9 mm, 5 pm) (Milford, EUA);

Cromatégrafo a liquido Shimadzu® (Kyoto, Japao), série LC-10A, injetor manual 77251
com al¢a de amostragem de 20 uL (Rheodyne®, California, EUA), detector SPD-10AVP,
valvula FCV-10ALVP, forno de coluna CTO-10AVP e controlador SCL-10Avp;
Dissolutor Electrolab® TDT-08 L, equipado com oito cubas de dissolucdo (Sdo Paulo,
Brasil);

Durdmetro Nova Etica® modelo 298 DGP (Nova Etica®, Sao Paulo, Brasil);

Filtros de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicos com 0,45 pm de poro (Millipore®,
Bedford, EUA).

Membranas de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicas com 0,45 pum de poro e 47,0 mm de
diametro (Millipore®, Bedford, EUA);

Papel de filtro quantitativo isento de cinzas Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Peagdmetro Mettler® modelo Delta 345 (Barueri, Brasil);

Sistema de filtracdo a vacuo Nova Técnica® (Sao Paulo, Brasil);

Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore®, Bedford, EUA).

6.2.1.3. Solventes e reagentes

Acetato de sodio triidratado Synth® (Diadema, Brasil);
Acido acético glacial Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido citrico Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);
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Acido cloridrico Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Agua ultrapura — d4gua Milli-Q;

Fosfato de sédio bibdsico anidro Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);
Fosfato de s6dio monobasico monoidratado Reagen® (Colombo, Brasil);
Hidréxido de sédio PA DINAMICA® (Sao Paulo, Brasil);

Lauril sulfato de sédio Henrifarma® (Sao Paulo, Brasil);

Metanol grau HPLC TEDIA Company® (Fairfield, EUA);

6.2.2. Condicoes de estudo

6.2.2.1. Estudo de estabilidade acelerada de comprimidos de glimepirida

As amostras foram mantidas na camara climatica em embalagem primadria a 40°C +
2°C e 75% + 5% de umidade relativa. As amostras foram analisadas no tempo 0, 3 ¢ 6
meses através de ensaios de teor de glimepirida, produtos de degradacdo, dureza e
dissolucdo. O método analitico empregado nos ensaios de teor e produtos de degradagido foi
o método apresentado na se¢do 5.2.4: fase movel composta de tampao fosfato de sdédio
(27,5 mmol L pH 6,5) e metanol (34:66 v/v). A deteccdo foi realizada no UV a 228 nm e
o volume de inje¢ao foi de 20 pL.. As anélises foram realizadas a temperatura ambiente (25°
C). O ensaio de dissolu¢do utilizado foi o ensaio apresentado na secdo 5: aparato pa a 50
rpm; 1000 mL de tampao fosfato pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de

s6dio como meio de dissolugdo; coleta das amostras apds 60 minutos e andlise por CLAE.
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Os ensaios de dureza foram realizados de acordo com o preconizado pela quinta edi¢do da
Farmacopeia Brasileira (2010). O teste consistiu em submeter o comprimido a acdo de um
aparelho (dur6émetro) que mediu a forga, aplicada diametralmente, necessdria para esmaga-

lo. A forca foi medida em Kgf.

6.2.2.2. Estudo de estabilidade de longa durag¢do de comprimidos de glimepirida

As amostras foram condicionadas na camara climdtica em embalagem primdria a 30°C +
2°C e 75% + 5% de umidade relativa. As amostras foram analisadas nos tempos 0, 3, 6,9 e
12 meses através de ensaios de teor de glimepirida, produtos de degradacdo, dureza e
dissolucdo. As andlises de teor e produtos de degradacdo foram realizadas utilizando coluna
Symmetry Waters C-18 5 pm 250 x 4,6 mm e pré-coluna Symmetry Waters C-18 5 um, 20
x 3,9 mm, acopladas em cromatégrafo a liquido Shimadzu® (Kyoto, Japao), série LC-10A,
injetor manual 7725i com alca de amostragem de 20 pL (Rheodyne®, Califérnia, EUA),
detector SPD-10AVP, valvula FCV-10ALVP, forno de coluna CTO-10AVP e controlador
SCL-10Avp. O método analitico e o ensaio de dissolu¢do foram os mesmos descritos na
secdo 5.3. Os ensaios de dureza foram realizados de acordo com o preconizado pela quinta
edicdo da Farmacopeia Brasileira (2010). O teste consistiu em submeter o comprimido a
acdo de um aparelho (dur6metro) que mediu a forga, aplicada diametralmente, necessaria

para esmaga-lo. A forca foi medida em Kgf.
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6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Estudo de estabilidade acelerada de comprimidos de glimepirida

6.3.1.1. Dureza

A Tabela 41 apresenta os resultados de ensaios dureza de comprimidos contendo 4

mg de glimepirida no tempo 0 e apds comprimidos serem submetidos sob condi¢des de

degradacdo acelerada por 3 e 6 meses, respectivamente. Os ensaios foram realizados de

acordo com o preconizado pela quinta edi¢ao da Farmacopeia Brasileira (2010).
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Tabela 41. Valores encontrados nos ensaios de dureza de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida no

tempo 0 e apds 3 e 6 meses sob condicdes de degradacdo acelerada

Tempo Dureza (kgf)
Amary1® 4 mg Produto A Produto B Produto C
5,5 4,5 5,0 6,5
6,0 4,5 4,0 6,5
6,0 4,0 4,5 6,0
7,0 4,5 3,5 5.5
0 7,5 4,5 3,5 5,5
6.5 5.5 3,5 5.5
7,0 5,5 3,5 6,0
7,0 5,5 3,5 6,0
6,5 4,5 4,0 6,0
6,0 4,5 4,0 5,5
6,0 4,0 3,0 7,5
5,0 4,5 3,0 5,5
5,5 4,5 3,0 5,5
5,0 5,0 35 5.5
3 meses 6,0 3,5 3,0 6,0
5,0 4,0 3,5 7,0
6,5 4,5 4,0 6,0
5.5 5,0 3,5 7,5
5.5 6,0 3,0 6,5
4.5 4,5 3,0 6,5
4,5 3,0 3,0 6,0
4,5 3,0 2,5 6,0
4,5 3,0 3,0 6,5
4,0 3,5 3,0 6,5
6 meses 4.0 3,5 3,5 5.5
4,5 3,0 2,5 5.5
5,0 3,0 3,0 7,0
4,5 35 3,0 6,5
4,5 3,0 3,0 6,5
4,5 3,5 3,0 6,0

A partir dos dados demonstrados na Tabela 41 pode-se concluir que todas as unidades
testadas encontram-se dentro do limite farmacopeico de dureza estabelecido para
comprimidos no tempo 0 e apds 3 meses sob condi¢des de degradacdo acelerada (minimo

de 3 kgf) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Entretanto, apés 6 meses sob tais
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condicdes, o produto B apresentou duas unidades abaixo dos limites de dureza
estabelecidos.

Os resultados de dureza obtidos no estudo de estabilidade acelerada foram plotados
em grafico, correlacionando-se a média das durezas de cada produto obtidas nos tempos 0,

3 e 6 meses (Figura 18).

Figura 18. Média das durezas de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C, obtidas nos
tempos 0, 3 e 6 meses do estudo de estabilidade acelerada. Valores médios que diferem
estatisticamente dos valores obtidos no tempo zero, ao nivel de significancia de 5% (utilizando-se

ANOVA), foram marcados com asteriscos.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 18 pode-se inferir que, com exce¢ao
do produto C, todos os produtos sofreram diminui¢do na média da dureza dos comprimidos,

quando submetidos por 6 meses sob condi¢des de estudo de estabilidade acelerada.
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6.3.1.2. Dissolucao

A Tabela 42 apresenta os resultados de ensaios de dissolucdo de comprimidos
contendo 4 mg de glimepirida no tempo 0 e apds serem submetidos sob condicdes de
degradacdo acelerada por 3 e 6 meses, respectivamente. Os ensaios de dissolucao foram
realizados de acordo com as condi¢des estabelecidas no capitulo IV. As condi¢des foram as
seguintes: aparato pa sob a velocidade de 50 rpm, 1000 mL de tampao fosfato de sédio pH
6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de s6dio como meio de dissolucdo e

tempo de coleta apds 60 minutos de ensaio.

Tabela 42. Ensaios de dissolucdo de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, realizados no tempo

0 e apds 3 e 6 meses sob condi¢gdes de degradagdo acelerada

Tempo Dissolug¢ao (%)
Amaryl® 4 mg Produto A Produto B Produto C
92,69 85,51 59,94 85,59
91,96 85,90 55,50 86,08
0 92,58 89,74 60,96 80,17
92,62 90,47 57,58 80,37
92,52 86,60 59,58 76,58
96,33 84,84 57,53 88,22
101,32 88,73 61,10 78,24
105,27 89,96 63,36 84,38
3 meses 96,36 90,42 63,00 74,96
92,13 84,81 63,33 74,07
100,90 79,48 61,35 74,53
97,81 80,84 63,49 80,36
96,95 83,54 63,54 75,28
96,12 78,03 55,43 83,44
6 meses 97,40 82,59 54,94 85,29
97,71 78,41 56,37 73,79
99,61 78,10 64,16 75,34
104,26 91,50 58,62 79,55
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A partir dos dados demonstrados na Tabela 42 pode-se concluir que apenas o
produto referéncia (Amaryl® 4 mg) apresentou todas as amostras de comprimidos com teor
de dissolu¢do acima do valor estabelecido (Q = 80%). Segundo a Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), para que o lote seja considerado aprovado no
primeiro critério de aceitagdo para o ensaio de dissolugdo, todas as unidades individuais
testadas devem apresentar um valor de dissolu¢do acima de Q + 5%.

Os resultados de dissolu¢do obtidos no estudo acelerado de estabilidade foram
plotados em grafico, correlacionando-se a média das dissolucdes de cada produto obtidas

nos tempos 0, 3 e 6 meses (Figura 19).

Figura 19. Média dos percentuais de dissolugcdes de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto

C, obtidas nos tempos 0, 3 e 6 meses do estudo de estabilidade acelerada. Valores médios que
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diferem estatisticamente dos valores obtidos no tempo zero, ao nivel de significancia de 5%

(utilizando-se ANOVA), foram marcados com asteriscos.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 19 pode-se inferir que os produtos
Amaryl® 4 mg e produto B sofreram aumento na média da dissolucdo dos comprimidos,

quando submetidos a condicdes de estudo de estabilidade acelerada.

6.3.1.3. Teor

A Tabela 43 apresenta os resultados de ensaios de teor de comprimidos contendo 4
mg de glimepirida no tempo 0 e apds comprimidos serem submetidos sob condi¢des de
degradacdo acelerada por 3 e 6 meses, respectivamente. O método analitico empregado foi
o método apresentado na secdo 5.2.4: fase movel composta de tampao fosfato de sdédio
(27,5 mmol L pH 6,5) e metanol (34:66 v/v). A deteccdo foi realizada no UV a 228 nm e
o volume de inje¢ao foi de 20 pL. As anélises foram realizadas a temperatura ambiente (25°

Q).
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Tabela 43. Ensaios de teor de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, realizados no tempo O e

apo6s 3 e 6 meses sob condicdes de degradacgdo acelerada

Tempo Arnaryl® 4mg Produto A Produto B Produto C

Glimepirida (mg) 4,03 4,00 4,18 4,14
0 Glimepirida (%) 100,66 100,03 104,60 103,49

D.P.R. (%) 1,68(n=5) 1,59 m=5 192(n=5 158Mm=5)
Glimepirida (mg) 3,99 3,93 3,88 4,12

3 meses Glimepirida (%) 99,83 98,21 97,10 102,93
D.P.R. (%) 1,23(n=5) 221 (mn=5 1,16(m=5) 083(n=5)
Glimepirida (mg) 3,88 3,86 391 3,89

6 meses  Glimepirida (%) 97,09 96,55 97,83 97,28
D.P.R. (%) 250(n=5) 242m=5) 2,19(m=5 0,73(n=5)

D.P.R. (%) = desvio padrao relativo.

A partir dos dados demonstrados na Tabela 43 pode-se concluir que todos os
produtos testados apresentaram valores percentuais de teor dentro dos limites de 90,0% a
110,0%, estabelecido pela Farmacopeia Americana (USP, 2011).

Os resultados de teor obtidos no estudo de estabilidade acelerada foram plotados em
gréfico, correlacionando-se a média dos teores de cada produto obtidas nos tempos 0, 3 € 6

meses (Figura 20).
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Figura 20. Média dos teores de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C, obtidas nos
tempos 0, 3 e 6 meses do estudo de estabilidade acelerada. Valores médios que diferem
estatisticamente dos valores obtidos no tempo zero, ao nivel de significancia de 5% (utilizando-se

ANOVA), foram marcados com asteriscos.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 20 pode-se inferir que todos os
produtos sofreram diminui¢do na média de teor de glimepirida presente nos comprimidos,
quando submetidos a condicdes de estudo de estabilidade acelerada, porém, mantiveram-se

dentro da faixa de aceitacao de 90,0 a 110,0% (USP, 2011).
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6.3.1.4. Produtos de degradacdo

A andlise dos produtos de degradacdo das amostras Amaryl® 4 mg, produto A,
produto B e produto C sob condi¢des de degradacdo acelerada demonstrou que todos os
produtos apresentaram uma banda cromatografica em torno de 4 minutos, que foi atribuida
a um produto de degradacdo da glimepirida. A drea referente ao produto de degradacao da
glimepirida foi medida utilizando o software do cromatégrafo. Os resultados de produtos de

degradacdo estdo demonstrados na Tabela 44.

Tabela 44. Area média de produto de degradacio de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida no tempo

0 e ap6s 3 e 6 meses sob condi¢des de degradacdo acelerada

Tempo Amaryl® 4mg Produto A Produto B Produto C
Area média de
0 produto de 1480,47 1489,80 1384,00 1708,25
degradacdo
D.P.R. (%) (n=95) 8,57 10,95 1,66 8,04
Area média de
produto de 2621,75 2598,00 2838,20 2895,40
3 meses ~
degradacgdo
D.P.R. (%) (n=95) 7,70 6,98 4,76 4,86
Area média de
produto de 2732,40 2819,00 3067,75 2655,50
6 meses ~
degradagdo
D.P.R. (%) (n=15) 10,74 6,07 5,58 2,07

D.P.R. (%) = desvio padrio relativo.

Os resultados de produtos de degradacdo obtidos no estudo acelerado de
estabilidade foram plotados em grafico, correlacionando-se a média das areas obtidas nos

tempos 0, 3 e 6 meses (Figura 21).
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Figura 21. Média das 4reas de produto de degradacdo de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e
produto C, obtidas nos tempos 0, 3 e 6 meses do estudo de estabilidade acelerada. Valores médios
que diferem estatisticamente dos valores obtidos no tempo zero, ao nivel de significancia de 5%

(utilizando-se ANOVA), foram marcados com asteriscos.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 21 pode-se concluir que todos os
produtos apresentaram aumentos estatisticamente significativos nas dreas de produtos de

degradacdo apods estudo de estabilidade acelerada.
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6.3.2. Estudo de estabilidade sob condicoes de longa duracio de comprimidos de

glimepirida

6.3.2.1. Dureza

A Tabela 45 apresenta os resultados de ensaios dureza de comprimidos contendo 4
mg de glimepirida, realizados apds comprimidos serem submetidos sob condi¢des de
degradacdo de longa duragdo por 3, 6, 9 e 12 meses, respectivamente. Os ensaios foram

realizados de acordo com o preconizado na quinta edi¢do da Farmacopeia Brasileira (2010).
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Tabela 45. Valores de dureza de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, submetidos a condi¢des

de degradacao de longa duracdo por 3, 6, 9 e 12 meses

Tempo Dureza (kgf)
Amaryl® 4 mg Produto A Produto B Produto C
5,5 4.5 5,0 6,5
6,0 4.5 4,0 6,5
6,0 4,0 4.5 6,0
7,0 4.5 3,5 5,5
0 7,5 4.5 3,5 5,5
6,5 5,5 3,5 5,5
7,0 5,5 3,5 6,0
7,0 5,5 3,5 6,0
6,5 4,5 4,0 6,0
6,0 4,5 4,0 5,5
4.5 4,0 3,0 6,0
6,0 4,0 3,0 6,0
6,0 4,5 3,0 7,5
4,5 6,0 3,0 6,0
3 meses 5.5 4,0 3,0 7.5
4.5 4,0 3,0 8,0
6,0 4,0 2,5 6,0
5,5 4,0 2,5 8,0
5,5 4,5 3,5 7,5
5,0 3,5 3,0 8,0
4.5 3,5 3,5 6,5
5,0 3,0 2,5 8,5
4.5 3,0 2,5 7,0
4.5 3,0 2,5 8,5
4,0 3,5 2,5 6,0
6 meses 4.5 3,5 2.5 7,0
5,0 4,0 3,0 6,0
4.5 3,5 3,0 6,0
4,0 4,0 2,5 7,0
5,0 3,5 3,5 6,0
4,5 3,5 3,0 7,5
4,0 3,5 2,5 8,0
4,0 3,5 3,5 7,0
9 meses 4,5 3,5 3,0 7,0
4.5 4,0 3,0 8,0
4,0 4,0 2,5 7,0
4,0 3,5 3,0 6,5

Continua na préxima pagina
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Tabela 45 (continuacdo). Valores de dureza de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida,

submetidos a condi¢des de degradagdo de longa duragao por 3, 6, 9 e 12 meses

4.5 3,5 3,0 7,5
9 meses 4,0 4,5 3,0 8,0
4,5 3,5 3,0 6,5
5,0 2,5 3,0 6,5
4.5 3,5 3,5 6,5
5,0 3,0 3,0 7,0
5,0 2,5 3,0 7,0
12 meses 4,5 3,0 3,0 7,0
4.5 3,0 3,0 7,0
4,5 2,5 2,5 7,0
5,0 2,5 3,5 7,5
4.5 2,5 3,5 7,5
4,5 3,5 2,5 7,5

A partir dos dados demonstrados na Tabela 45 pode-se concluir que apés 3, 6,9 e 12
meses de estudos de estabilidade de longa duracdo os produtos A e B apresentaram
unidades abaixo do limite de dureza estabelecido (minimo de 3 kgf) (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Os resultados de dureza obtidos no estudo de estabilidade de longa duracdo foram
plotados em grafico, correlacionando-se a média das durezas de cada produto obtidas nos

tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses (Figura 22).
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Figura 22. Média dos valores obtidos nos ensaios de dureza de Amaryl® 4 mg, produto A, produto
B e produto C, obtidas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses do estudo de estabilidade de longa duragao.
Valores que apresentam média estatisticamente maior do que valores obtidos no tempo zero, ao
nivel de significancia de 5% (utilizando-se ANOVA), foram marcados com asteriscos vermelhos.
Valores que apresentam média estatisticamente menor do que valores obtidos no tempo zero, ao

nivel de significancia de 5% (utilizando-se ANOVA), foram marcados com asteriscos pretos.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 22 pode-se inferir que, com exce¢do
do produto C, todos os produtos sofreram diminui¢do na média da dureza dos comprimidos,

quando submetidos por 12 meses sob condi¢des de estudo de estabilidade de longa duragdo.
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6.3.2.2. Dissolucao

A Tabela 46 apresenta os resultados de ensaios de dissolu¢cdo de comprimidos
contendo 4 mg de glimepirida, realizados apdés comprimidos serem submetidos sob

condigdes de degradacao de longa duragdo por 3, 6, 9 e 12 meses, respectivamente.
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Tabela 46. Percentual de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, submetidos a

condicoes de degradacdo de longa duracdo por 3, 6, 9 e 12 meses

Dissolucao (%)

Tempo

Amaryl® 4 mg Produto A Produto B Produto C

92,69 85,51 59,94 85,59

91,96 85,90 55,50 86,08

0 92,58 89,74 60,96 80,17
92,62 90,47 57,58 80,37

92,52 86,60 59,58 76,58

96,33 84,84 57,53 88,22

97,48 85,77 58,37 77,79

104,41 84,19 61,32 80,95

3 meses 98,39 81,91 65,07 82,00
97,00 82,62 61,26 81,60

95,12 85,92 62,84 85,25

93,84 76,04 58,63 80,43

96,83 85,48 64,59 84,26

87,62 89,17 62,48 85,13

6 meses 98,97 89,86 63,51 79,19
103,33 71,20 63,70 85,56

100,89 82,66 65,27 81,66

101,23 78,88 66,42 79,32

105,53 85,1 60,49 78,15

91,54 84,2 61,05 85,39

9 meses 88,48 84,01 61,06 77,40
93,71 87,51 61,47 77,54

97,86 88,18 63,24 82,16

102,51 84,46 61,89 82,15

98,72 75,55 64,50 77,97

96,78 87,33 58,85 79,11

12 meses 95,66 94,53 57,56 81,27
94,58 81,18 57,86 73,47

92,90 80,26 54,03 79,63

95,80 77,03 56,74 84,67

A partir dos dados demonstrados na Tabela 46 pode-se concluir que apenas o
produto referéncia (Amaryl® 4 mg) apresentou todas as amostras de comprimidos com teor
de dissolucdo acima do valor estabelecido (Q = 80%). Segundo a Farmacopeia Brasileira

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), para que um lote seja considerado aprovado no
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primeiro critério de aceitagdo para o ensaio de dissolucdo, todas as unidades individuais
testadas devem apresentar um valor de dissolucdo acima de Q + 5%.

Os resultados de dissolu¢do obtidos no estudo de estabilidade acelerada foram
plotados em gréfico, correlacionando-se a média das dissolugdes de cada produto obtidas

nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses (Figura 23).

Figura 23. Média dos percentuais de dissolucio de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto
C, obtidas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses do estudo de estabilidade de longa duracdo. Valores
médios que diferem estatisticamente dos valores obtidos no tempo zero, ao nivel de significancia de

5% (utilizando-se ANOVA), foram marcados com asteriscos.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 23 pode-se inferir que os produtos
Amaryl® 4 mg e produto B sofreram aumento na média da dissolucdo dos comprimidos,

quando submetidos a condi¢des de estudo de estabilidade de longa duracdo. Enquanto o
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produto A sofreu diminui¢cdo na dissolug¢do apds 3 meses, o produto C ndo apresentou

diferencas estatisticamente significativas no ensaio de dissolucao.

6.3.2.3. Teor

A Tabela 47 apresenta os resultados de ensaios de teor de comprimidos contendo 4

mg de glimepirida, realizados apds comprimidos serem submetidos sob condi¢des de

degradacdo de longa duragdo por 3, 6, 9 e 12 meses, respectivamente.

Tabela 47. Teor de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, submetidos a condi¢des de

degradacdo de longa duragdo por 3, 6, 9 e 12 meses

Tempo Amaryl®4 mg Produto A Produto B Produto C

Glimepirida (mg) 4,03 4,00 4,18 4,14
0 Glimepirida (%) 100,66 100,03 104,60 103,49

D.P.R. (%) 1,68(m=5) 1,59 m=5) 192m=5 1,58m=5)
Glimepirida (mg) 3,88 3,88 4,00 4,12

3 meses Glimepirida (%) 97,10 96,98 100,10 103,07
D.P.R. (%) 1,04(n=5) 099m=5 1,16(n=5 1,76(n=Y5)
Glimepirida (mg) 3,90 3,82 3,92 4,08

6 meses  Glimepirida (%) 99,79 95,45 98,02 102,08
D.P.R. (%) 1,79 (=5 080(n=5 269(n=5 127(Mm=)5)
Glimepirida (mg) 3,86 3,90 3,92 4,09

9 meses  Glimepirida (%) 96,49 97,40 97,90 102,16
D.P.R. (%) 2,14(n=5 094m=5 267(n=5 155m=)5)
Glimepirida (mg) 3,86 3,83 3,88 4,08

12 meses Glimepirida (%) 96,48 95,85 97,05 102,08
D.P.R. (%) 191 (n=5 200n=5 211(mn=5 109 m=5)

D.P.R. (%) = desvio padrio relativo.
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A partir dos dados demonstrados na Tabela 47, pode-se concluir que todos os
produtos testados apresentaram valores percentuais de teor dentro dos limites de 90,0% a
110,0%, estabelecido pela Farmacopeia Americana (USP, 2011).

Os resultados de teor obtidos no estudo de estabilidade de longa duracdo foram
plotados em grafico, correlacionando-se a média dos teores de cada produto obtidas nos

tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses (Figura 24).

Figura 24. Média dos teores de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C, obtidas nos
tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses do estudo de estabilidade de longa duracdo. Valores médios que
diferem estatisticamente dos valores obtidos no tempo zero, ao nivel de significancia de 5%

(utilizando-se ANOVA), foram marcados com asteriscos.
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A partir dos resultados demonstrados na Figura 24 pode-se inferir que todos os
produtos (com excecdo do produto C) sofreram diminui¢do na média de teor de glimepirida
presente nos comprimidos, quando submetidos a condi¢des de estudo de estabilidade de

longa duracao.

6.3.2.4. Produtos de degradacdo

A andlise dos produtos de degradacio das amostras Amaryl® 4 mg, produto A,
produto B e produto C sob condi¢des de degradacdo de longa duragdo demonstrou que
todos os produtos apresentaram uma banda cromatografica em torno de 4 minutos, que foi
atribuida a um produto de degradacdo da glimepirida. A drea referente ao produto de
degradacdo da glimepirida foi medida utilizando o software do cromatégrafo. Os resultados

de produtos de degradacio estdo demonstrados na Tabela 48.
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Tabela 48. Area média de produto de degradacdo de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida sob

condicdes de degradagdo de longa duragdo apds 3, 6, 9 e 12 meses

Tempo ) Amary1® 4mg Produto A Produto B Produto C
Area média de
0 produto de 1480,47 1489,80 1384,00 1708,25
degradacio
D.P.R. (%) (n=15) 8,57 10,95 1,66 8,04
Area média de 1939.50 144620 170000  1581.80
produto de
3 meses -
degradacdo
D.PR. (%) (n=15) 7,43 6,96 7,99 6,07
Area média de 2323,50 1910,67 3420,00 2515,20
produto de
6 meses -
degradagdo
D.PR. (%) (n=5) 12,98 7,46 8,30 5,46
Area média de 2318,33 2198,00 2546,60 2004,20
produto de
9 meses -
degradacdo
D.PR. (%) (n=15) 8,89 2,96 1,97 8,68
Area média de 2387,20 2147,75 2631,75 2016,40
produto de
12 meses ~
degradacdo
D.PR. (%) (n=5) 9,48 8,78 19,80 6,52

D.P.R. (%) = desvio padrio relativo.

Os resultados de produtos de degradac@o obtidos no estudo de estabilidade de longa
duracdo foram plotados em um gréfico, correlacionando-se a média das dreas de cada

produto obtidas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses (Figura 25).
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Figura 25. Média das 4reas de produto de degradacdo de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e
produto C, obtidas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 meses do estudo de estabilidade de longa duragao.
Valores médios que diferem estatisticamente dos valores obtidos no tempo zero, ao nivel de

significancia de 5% (utilizando-se ANOVA), foram marcados com asteriscos.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 25 pode-se concluir que todos as
amostras apresentaram aumentos estatisticamente significativos nos percentuais de produto

de degradacdo ap6s estudo de estabilidade de longa duragao.

6.3.2. Discussao

Os estudos de estabilidade de medicamentos sdo de extrema relevancia do ponto de

vista legal, econdmico e quando se considera o possivel impacto de uma instabilidade

fisico-quimica na saide dos pacientes.
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Do ponto de vista legal, a RE n° 01, de 29 de julho de 2005 exige a demonstracdo de
informagdes sobre dureza e dissolucdo. Além disso, a resolucdo determina que as formas
farmaceéuticas s6lidas cumpram com os testes de teor de substancia ativa e quantificagdo de
produtos de degradagdao (BRASIL, 2005).

Neste trabalho, os estudos de estabilidade realizados demonstraram diminui¢do
estatistica na dureza dos comprimidos (com exce¢do do produto C). Este fendmeno foi
atribuido a alta umidade relativa exigida nas camaras climdticas (75% % 5%). Vdérias
pesquisas tém mostrado resultados semelhantes, em que a umidade tem reduzido a
resisténcia dos comprimidos ao esmagamento (AMIDON, MIDDLETON, 1988; de LIMA
et al., 2005; da NOBREGA et al., 2006; CORVELEYN, REMON, 1999; BOWEN et al.,
2007). A elevada umidade pode ter permeado o blister e, consequentemente, diminuido a
agregacdo das particulas presentes nos comprimidos. Além disso, pode-se observar que o
produto B apresentou unidades abaixo dos limites de dureza estabelecidos de 3 kgf
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), quando submetido sob condi¢des de degradacio
acelerada ou de longa duracdo, o que nos leva a considerar a importancia da avaliacdo da
dureza em estudos fisico-quimicos de estabilidade.

Com relacdo a dissolucdo, foi observada uma tendéncia no aumento da dissolug¢do
para alguns produtos (Amaryl® 4 mg e produto B). Estes aumentos de dissolugdo foram
atribuidos a diminuicdo da dureza dos comprimidos, pois sabe-se que a dureza estd
inversamente relacionada com a desintegracdo e consequentemente com a dissolucdo de
s6lidos. Uma observagdo interessante é que apenas o produto referéncia (Amaryl® 4 mg)
apresentou todas as amostras de comprimidos com teor de dissolu¢do acima do valor

estabelecido (Q = 80%). Ou seja, desde o tempo 0, os produtos similares ndo cumpriram
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com as especificagdes estabelecidas neste trabalho, as quais foram definidas a partir estudos
realizados com o produto referéncia (CAPITULO V) e embasadas na legislagio vigente
(BRASIL, 2010).

Os produtos analisados apresentaram uma tendéncia de diminui¢do de teor de
glimepirida estatisticamente significativa (com exce¢do do produto C, no estudo de
estabilidade de longa duracdo). Este efeito é esperado, pois como discutido na parte
introdutdria desta tese e, posteriormente demonstrado nos estudos de degradacdo forcada, a
glimepirida € instdvel devido a presenca de grupamentos funcionais ldbeis. Entretanto,
tanto o produto referéncia quanto os trés similares testados mantiveram-se dentro dos
limites de variagdo estabelecidos (+10%).

Finalmente, a andlise de produtos de degradacdo mostrou um aumento
estatisticamente significativo na drea de uma banda cromatografica em torno de 4 minutos,
que foi atribuida a um produto de degradagdo da glimepirida ainda ndo identificado. Este
efeito também € esperado, devido a diminui¢do nos teores de glimepirida em consequéncia
de sua instabilidade quimica.

A partir desses estudos de estabilidade foi concluido que a qualidade fisico-quimica
dos produtos analisados € suscetivel a influéncia de temperatura e umidade. Entretanto, o
produto Amaryl® 4 mg foi o tdnico produto testado que, mesmo sofrendo tais influéncias,
foi aprovado em todos os ensaios realizados. Além disso, o produto C, apesar de apresentar
baixos teores de dissolucdo desde o tempo 0, foi o que pareceu sofrer menos influéncia das
condicdes aplicadas neste estudo. Tal fendmeno pode ser atribuido ao tipo de blister
utilizado na embalagem primdria ou a propriedades farmacotécnicas deste produto, que

podem ter influenciado a estabilidade dos produtos.
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Nao foi possivel identificar o material de que sdo constituidos os blisters do produto
referéncia e dos trés similares analisados neste estudo, pois ndo ha informacdes disponiveis
nos produtos. Mas sabe-se que historicamente os fabricantes farmacéuticos utilizam um
filme rigido de PVC 10 mil com uma estrutura laminada para formar blisters. Entretanto,
nos casos de produtos em que a umidade é um aspecto importante, estas embalagens nao
podem oferecer a protecio necessaria (RODRIGUES, FERRAZ, 2007). Portanto, sugere-se
que comprimidos de glimepirida devam ser acondicionados em materiais com funcao
barreira eficientes como laminados combinados cloreto de polivinila (PVC)/cloreto de
polivinilideno (PVDC), PVC/copolimeros de olefinas ciclicas (COC)/PVC ou laminados
alumino/aluminio. Entretanto, esta hipétese deverd ser confirmada experimentalmente e a
avaliacdo de influéncia do tipo de blister na estabilidade de comprimidos de glimepirida
trata-se de um bom objeto de estudo.

Com relagdo a propriedades farmacotécnicas, todos os produtos analisados possuem
lactose monoidratada e celulose microcristalina, que sdo insumos higroscépicos (TOLLER,
SCHMIDT, 2005). As diferencas de quantidades destes excipientes em cada produto
analisado pode ter influenciado a estabilidade destes produtos. Entretanto, nao foi possivel
tentar correlacionar a quantidade de lactose monoidratada e celulose microcristalina com a
estabilidade dos produtos, pois as concentragdes destes insumos nao siao fornecidas pelos
fabricantes. Porém, a avaliacdo de influéncia das proporcdes dos excipientes na estabilidade
de comprimidos de glimepirida trata-se também de um bom objeto de estudo.

Os estudos de estabilidade realizados nesta tese objetivaram verificar a conformidade
da qualidade de produtos comercializados no mercado nacional em relacdo as diretrizes

estabelecidas (BRASIL, 2005). Para calcular o modelo cinético e o prazo de validade
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tedrico, uma porcentagem de pelo menos 50% de degradacdo € desejdvel, sob diferentes
condi¢des de temperaturas. Neste trabalho, as amostras nao foram expostas a tais condi¢des
porque foram obedecidas as condi¢des preconizadas pela ANVISA, ndo sendo possivel,
portanto, calcular a ordem de rea¢do e prazo de validade tedrico, segundo os métodos

descritos na se¢do introdutdria deste capitulo.
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7. EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

7.1. Introducao

Com a entrada de medicamentos genéricos e similares no mercado brasileiro,
levantou-se um questionamento sobre a qualidade desses produtos e, apds uma longa
tramitacdo, a RDC n° 9.787 foi aprovada pelo Congresso Nacional em 1999 (BRASIL,
1999a). Esta resolucao definiu o medicamento genérico como medicamento similar a um
produto de referéncia no qual foram comprovadas a segurancga, eficicia e qualidade por
meio de diversos ensaios quimicos e farmacoldgicos e, especialmente, a bioequivaléncia ao
medicamento de referéncia (LINSBINSKI, 2008). Seis meses depois, foi formalizada a
regulamentacdo técnica para registro dos medicamentos genéricos (BRASIL, 1999b). Em
pouco tempo, os genéricos conquistaram espaco considerdvel no mercado farmacéutico
brasileiro. A continua adequacdo da legislacdo, o respaldo da midia e o envolvimento do
governo em sua divulgacdo possibilitaram o sucesso obtido (DIAS, ROMANO-LIEBER,
2006).

Em contraste aos genéricos, os similares eram considerados inicialmente como
aqueles que continham as mesmas substancias ativas e que possuiam indica¢do e posologias
semelhantes a medicamentos anteriormente registrados para uso no pais. Em nenhum
momento, era exigida a comprovacdo de testes referentes a dissolucdo, biodisponibilidade
ou bioequivaléncia (BERMUDEZ, 1994). Entretanto, a partir de 2003, os similares
passaram a se assemelhar aos genéricos, mediante exigéncia de apresentacdo dos mesmos

testes, no momento de renovagdo do registro. A renovagdo deve ser feita a cada cinco anos,
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no aniversdrio do registro do produto (BRASIL, 2003b; RUMEL, NISHIOKA, SANTOS,
2006). Entretanto, estima-se que até 2014 todos os medicamentos similares comercializados
no Brasil possuam estudos de equivaléncia farmacéutica e biodisponibilidade ralativa, pois
os mesmos terdo até a segunda renovacio do registro (dez anos) para apresentar os estudos
(CAPUCHO, MASTROIANNI, CUFFINI, 2008).

Tendo em vista o atual cendrio, a comprovacdo de intercambialidade entre
medicamentos genéricos e similares em relagdo ao medicamento referéncia ¢ fundamental
para que o sistema de saide conte com medicamentos que assegurem eficdcia, seguranga e
qualidade. Dentro dessa perspectiva, é conveniente ressaltar que a intercambialidade com o
medicamento de referéncia € assegurada por testes de equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia realizados por laboratérios credenciados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e sua qualidade pelo monitoramento das unidades
produtivas quanto ao atendimento das Boas Préticas de Fabricacio (QUENTAL et al.,
2008).

Os ensaios de equivaléncia farmacéutica sdo, portanto, imprescindiveis. A
equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos relaciona-se a comprovacdo de que
ambos contém o mesmo farmaco na mesma dosagem e forma farmacéutica, o que pode ser
avaliado por meio de testes in vitro (SHARGEL, YU, 1999; WHO, 1999). Portanto, pode
ser considerada como um indicativo da bioequivaléncia entre os medicamentos em estudo,
sem, contudo, garanti-la (STORPIRTIS, 2004).

A resolugdo que atualmente dispde sobre os requisitos para a realizacdo dos Estudos
de Equivaléncia Farmacéutica e de Perfil de Dissolu¢do Comparativo € a RDC n° 31, de 11

de agosto de 2010 (BRASIL, 2010). Segundo a resolu¢do, o estudo de equivaléncia
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farmacéutica deve ser realizado por centro de equivaléncia farmacéutica devidamente
habilitado pela Anvisa para esta finalidade, comparando, simultaneamente, medicamento
teste e medicamento de referéncia e com lotes dentro do prazo de validade. A resolucao
estabelece ainda que os medicamentos-teste e de referéncia devem cumprir, em sua
totalidade, com os requisitos da monografia individual da Farmacopeia Brasileira,
preferencialmente, ou com os de outros compéndios oficiais, complementados com os
ensaios descritos em métodos gerais desses compéndios. Na auséncia de monografia
descrita ~em  compéndio  oficial, normas ou  regulamentos  especificos
aprovados/referendados pela Anvisa, deve-se utilizar método analitico validado pelo
patrocinador do estudo ou centro de equivaléncia farmacéutica.

A RDC n° 31 especifica também que na auséncia de método de dissolucao descrito
em compéndio oficial, normas ou regulamentos especificos aprovados/referendados pela
Anvisa, é de responsabilidade do patrocinador do estudo o relatério de desenvolvimento e
validacdo do método de dissolugdo que deve ser realizado conforme preconizado em guias
nacionais e internacionais e conter dados que demonstrem que o método € discriminativo

(BRASIL, 2010).

7.2. Parte experimental

7.2.1. Material

7.2.1.1. Amostras
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Os produtos farmacéuticos utilizados foram comprimidos de Amaryl® 4 mg
(validade: 03/2011) e trés diferentes produtos similares contendo 4 mg de glimepirida, os
quais foram codificados como produto A (validade: 03/2011), produto B (validade:
05/2011) e produto C (validade: 12/2011). Todas as amostras de cada produto farmacéutico

pertencem ao mesmo lote.

7.2.1.2. Equipamentos

Aparelho de ultrassom Unique® modelo USC2800A (Indaiatuba, Brasil);

Balancga analitica Kern® modelo 410 (Kern, Alemanha);

Coluna Waters Symmetry® C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) e pré-coluna Waters
Symmetry® C-18 (20 mm x 3,9 mm, 5 pm) (Milford, EUA);

Cromatégrafo a liquido Shimadzu® (Kyoto, Japdo), série LC-10A, injetor manual 7725i
com al¢a de amostragem de 20 uL (Rheodyne®, Califérnia, EUA), detector SPD-10AVP,
valvula FCV-10ALVP, forno de coluna CTO-10AVP e controlador SCL-10Avp;
Desintegrador Nova Etica® modelo 301-AC (Sao Paulo, Brasil);

Dissolutor Electrolab® TDT-08 L, equipado com oito cubas de dissolucdo (Sdo Paulo,
Brasil);

Durdmetro Nova Etica® modelo 298 DGP (Séo Paulo, Brasil);

Filtros de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicos com 0,45 pm de poro (Millipore®,
Bedford, EUA).

Friabilometro Nova Etica® modelo 300-1 (Sao Paulo, Brasil);
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Membranas de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicas com 0,45 pum de poro e 47,0 mm de
diametro (Millipore®, Bedford, EUA);

Papel de filtro quantitativo isento de cinzas Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Peagdmetro Mettler® modelo Delta 345 (Barueri, Brasil);

Sistema de filtracdo a vacuo Nova Técnica® (Sao Paulo, Brasil);

Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore®, Bedford, EUA).

7.2.1.3. Solventes e reagentes

Acetato de sddio triidratado Synth® (Diadema, Brasil);

Acido acético glacial Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido citrico Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido cloridrico Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Agua ultrapura — dgua Milli-Q;

Fosfato de sédio dibdsico anidro Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);
Fosfato de sédio monobasico monoidratado Reagen® (Colombo, Brasil);
Hidréxido de sédio PA DINAMICA® (Sao Paulo, Brasil);

Lauril sulfato de sédio Henrifarma® (Sao Paulo, Brasil);

Metanol grau HPLC TEDIA Company® (Fairfield, EUA);
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7.2.2. Condicoes de estudo

Os seguintes ensaios fisico-quimicos foram realizados:

Determinacdo de peso médio: Foram pesados individualmente 20 comprimidos de
cada produto farmacéutico em balanga analitica, sendo calculados os pesos médios, desvio
padrdo e coeficiente de variacdo, tolerando-se ndo mais que duas unidades fora dos limites
especificados; porém, nenhuma amostra deve conter peso unitirio acima ou abaixo do
dobro das porcentagens indicadas. Para comprimidos contendo peso médio de 80 até 250
mg, a variacdo de peso permitida é + 7,5 % em relacdo ao peso médio. (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Friabilidade: Vinte comprimidos de cada produto farmacéutico foram pesados e
introduzidos em um friabilometro. Apds 100 rotacdes efetuadas durante 5 min (20 rpm), os
comprimidos foram retirados do equipamento e todo residuo ou poeira foram removidos e
novamente pesados. A friabilidade foi calculada pela diferenca entre o peso inicial e o peso
final dos comprimidos. Consideraram-se aceitdveis os comprimidos com perda menor que
1,5% do seu peso. Os comprimidos lascados ou que se separaram em duas camadas ndo
foram considerados para cdlculo da porcentagem de friabilidade (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Tempo de desintegracdo: Seis comprimidos de cada marca foram colocados em
tubos transparentes do equipamento contidos em uma cesta. Em seguida foram adicionados
os discos de acrilico sobre os comprimidos. A cesta contendo os tubos com as respectivas
amostras foi transferida para o suporte do aparelho. Em seguida, a cesta foi submetida a

movimentos verticais em meio liquido (dgua) a 37°C + 2°C até a completa desintegracdao
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dos comprimidos. O limite de tempo estabelecido como critério geral de aceitacdo € de 30
minutos, a menos que outra especificacdo se encontre na monografia do medicamento
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Dureza: Foram submetidas dez unidades ao teste, utilizando o durOmetro,
objetivando verificar a resisténcia dos mesmos a uma for¢ca aplicada diametralmente.
Segundo a Farmacopeias Brasileira, o minimo aceitavel € 30 N (aproximadamente 3 kgf)
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Doseamento: foi realizado utilizando o método cromatogrifico desenvolvido no
capitulo III. As condicdes estdo apresentadas na secdo 3.2.3.4. O limite de aceitacdo foi
estabelecido com base no critério estabelecido na trigésima segunda edi¢do da Farmacopeia
Americana, 2011 (+ 10% em relacdo ao valor declarado).

Uniformidade de conteido: Dez comprimidos de cada produto farmacéutico foram
esmagados e transferidos quantitativamente e individualmente para baldes volumétricos de
50 mL. Adicionaram-se 40 mL de metanol e os baldes foram levados ao ultrassom por 60
minutos. O volume de cada baldo foi completado com metanol. Aliquotas de cada amostra,
previamente filtradas em papel de filtro quantitativo, foram diluidas em fase movel para a
concentragio final 10 pg mL™ e analisadas pela o método cromatogréfico desenvolvido na
secdo 4.2.3.4, comparando-se os valores das respostas das amostras com as de glimepirida
padrdo de trabalho preparadas nas mesmas concentragcdes. O primeiro critério de aceitacao
estabelecido foi o seguinte: cada contetddo individual deve estar entre 85,0% e 115,0% da
quantidade declarada e o desvio padrao relativo entre as determinagdes deve ser inferior a

6,0% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Testes de dissolug@o: Foi realizado nas seguintes condi¢Oes: tampdo fosfato de
sédio pH 6,8 (50 mmol L'l) contendo 0,1% de lauril sulfato de s6dio como meio de
dissolugdo, pd como sistema de agitacdo, velocidade de 50 rpm, tempo de coleta de 60
minutos, tolerancia (Q) de 80% e quantificagdo pelo método cromatografico descrito na
secdo 3.2.3.4. O primeiro critério de aceitagdo, estabelecido com seis unidades, foi o
seguinte: cada unidade deve apresentar resultados maiores ou iguais a Q + 5%. O segundo
critério de aceitacdo, estabelecido com 12 unidades, foi o seguinte: a média das 12 unidades
deve ser maior ou igual a Q e nehuma unidade deve apresentar resultados inferiores a Q —
15%.

Perfis de dissolugdo: Foi realizado utilizando as condi¢des descritas na secdo 5.5,
com excecdo do nimero de comprimidos testados, que foram 12, para cada produto
farmacéutico. Utilizando os resultados dos perfis de dissolu¢do, a curva obtida com o
produto referéncia foi comparada com as curvas obtidas com os produtos similares (produto
A, produto B e produto C), através do método modelo independente simples, que utiliza o
célculo do fator de diferenca (f1) e do fator de semelhanca (f2), que foram obtidos a partir

das equacdes 9 e 10, descritas a seguir:

©)

F2=50xlog {[(1+1/n) ¥, (R, — T:)?1"%% x 100} 10)
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em que: Rt é a porcentagem do farmaco referéncia dissolvido em cada ponto, 7t é a
porcentagem de produto similar dissolvido em cada ponto e n é o nimero de pontos de
amostragem.

Para duas curvas serem consideradas similares, o valor de fl deve ser proximo de 0
e o valor de f2 deve ser proximo de 100. Geralmente, valores de f1 de 0 a 15 e valores de 2
de 50 a 100 asseguram equivaléncia entre duas curvas (BRASIL, 2010).

Adicionalmente, as curvas construidas com o produto referéncia e com os produtos
similares foram utilizadas para cdlculos de cinética de dissolu¢do e de eficiéncia de
dissolu¢do (ED%). Para o estudo da cinética de dissolug@o, foram aplicados os modelos de
ordem zero, plotando-se os valores da quantidade de farmaco ndo dissolvido em fun¢do do
tempo, e de primeira ordem, através de graficos do logaritmo neperiano (In) da quantidade
de farmaco ndo dissolvido em funcdo do tempo. Na constru¢do dos modelos, foram
considerados apenas os pontos ascendentes do perfil de dissolug@o. Os parametros cinéticos
da dissolucdo, como a constante de velocidade de dissolucdo (K) e a meia-vida de
dissolucdo (tspg), foram determinados a partir das equacdes definidas pelo modelo
matematico que apresentou o melhor e mais significativo indice de correlacao.

A eficiéncia de dissolu¢cdo (ED%) foi calculada a partir da razdo entre a drea sob a
curva de dissolugdo (ASC) da glimepirida no intervalo de tempo compreendido entre zero e
sessenta minutos e a area total do retingulo (ATR) definido pela ordenada (100% de

dissolucdo) e pela abscissa (tempo igual a sessenta minutos).
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7.3. Resultados e discussao

7.3.1. Determinacao de peso médio

A Tabela 49 relaciona os pesos individuais de vinte comprimidos de cada produto

analisado, com seus respectivos pesos médios, desvio padrdo e coeficiente de variacdo.

Tabela 49. Peso individual dos comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, peso médio e respectivos

coeficientes de variacao

Comprimido Peso individual Peso individual ~ Peso individual Peso individual
Amaryl® 4 mg Produto A (mg)  Produto B (mg) Produto C (mg)
(mg)
1 170,8 130,9 79,4 152,5
2 170,2 131,0 80,3 148,9
3 171,4 134,1 79,5 153,8
4 171,8 133,6 79,2 151,9
5 168,7 132,3 80,0 151,6
6 171,6 131,0 79,5 147,2
7 169,8 132,9 81,0 148.5
8 169,1 130,6 80,3 147,4
9 170,3 136,7 80,1 153,6
10 170,9 133,2 79,6 153,1
11 170,7 133,3 81,1 150,1
12 169,0 132,1 80,8 151,0
13 170,7 132,5 81,0 152,0
14 172,2 131,3 81,0 152,1
15 172,7 132,5 81,1 152,6
16 169,4 133,3 81,2 149,3
17 170,2 132,0 80,8 155,0
18 170,0 132,2 81,8 154,7
19 170,3 133,2 81,7 152,8
20 170,2 132,8 79,4 150,9
Peso médio (mg) 170,5 132,58 80,51 151,45
Desvio padrao 1,06 1,39 0,78 2,27
CV (%)* 0,62 1,04 0,97 1,50

*CV — Coeficiente de Variacgao.
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As Figuras 26, 27, 28 e 29 ilustram a variacdo de peso dos vinte comprimidos de

Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C, respectivamente.
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Figura 26. Variacdo de peso de vinte comprimidos de Amaryl® 4 mg, com eixo y representando

limite de £ 7,5 % em relac@o ao peso médio.
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Figura 27. Variacdo de peso de vinte comprimidos de produto A, com eixo y representando limite

de + 7.5 % em relacdo ao peso médio.
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Figura 28. Variagcao de peso de vinte comprimidos de produto B, com eixo y representando limite

de £ 7,5 % em relagdo ao peso médio.
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Figura 29. Variagdo de peso de vinte comprimidos de produto C, com eixo y representando limite

de £ 7,5 % em relagdo ao peso médio.

As variagdes de peso dos comprimidos dos produtos analisados encontram-se dentro

dos limites pré-estabelecidos

pela

Farmacopeia

Brasileira

(FARMACOPEIA
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BRASILEIRA, 2010), pois as Figuras 28, 29, 30 e 31 demonstram que todas as unidades
testadas de todos os produtos encontram-se dentro do limite de + 7,5% em relagdo ao peso
médio. Além disso, o coeficiente de variagdo entre o peso dos comprimidos foi inferior a

2%, demonstrando a homogeneidade do peso dos comprimidos.

7.3.2. Friabilidade

Os resultados de friabilidade dos produtos analisados estdo demonstrados na Tabela

50.

Tabela 50. Friabilidade de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C

Produto Peso antes do teste (g) Peso ap6s o teste (g)  Perda de peso (%)
Amaryl® 4 mg 3,4298 3,4295 0,009
Produto A 2,6404 2,6387 0,064
Produto B 1,6155 1,6150 0,031
Produto C 3,0307 3,0286 0,069

De acordo com a observacdo dos resultados demonstrados na Tabela 50, pode-se
concluir que todas as amostras testadas no ensaio de friabilidade foram aprovadas, pois a
perda de peso, em todos os casos, foi inferior ao limite de 1,5% estabelecido pela

Farmacopeia Brasileira, 2010.
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7.3.3. Tempo de desintegracao

Os resultados de tempo de desintegracdio dos produtos analisados estdo

demonstrados na Tabela 51.

Tabela 51. Tempos de desintegracio de Amaryl® 4 mg, produto A,

produto B e produto C

Produto Tempo de desintegragdo
Amaryl® 4 mg 75 segundos
Produto A 68 segundos
Produto B 42 segundos
Produto C 35 segundos

De acordo com a observacdo dos resultados demonstrados na Tabela 51, pode-se
concluir que todas as amostras testadas no ensaio de desintegragdo foram aprovadas, pois o
tempo necessdrio para desintegracdo completa dos comprimidos, em todos os casos, foi

inferior ao limite de 30 minutos, estabelecido pela Farmacopeia Brasileira, 2010.

7.3.4. Dureza

Os resultados de dureza dos produtos analisados estdo demonstrados na Tabela 52.
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Tabela 52. Dureza de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C

Dureza (kgf)

Amaryl® 4 mg Produto A Produto B Produto C
5.5 4,5 5,0 6,5
6,0 4,5 4,0 6,5
6,0 4,0 4,5 6,0
7,0 4,5 3,5 5,5
7,5 4,5 3,5 5,5
6,5 5,5 3,5 5,5
7,0 5.5 3,5 6,0
7,0 5.5 3,5 6,0
6.5 4,5 4,0 6,0
6,0 4,5 4,0 5,5

A partir dos dados demonstrados na Tabela 52, pode-se concluir que todas as

unidades testadas encontram-se dentro do limite farmacopeico de dureza estabelecido para

comprimidos (minimo de 3 kgf) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

7.3.5. Doseamento

Os resultados de doseamento dos produtos analisados estdo demonstrados na Tabela

53.

Tabela 53. Teor de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C

Amaryl® 4mg Produto A Produto B Produto C
Glimepirida (mg) 4,03 4,00 4,18 4,14
Glimepirida (%) 100,66 100,03 104,60 103,49
D.P.R. (%) 1,68 (n=15) 1,59 (n=5) 1,92 (n=5) 1,58 (n=Y5)

D.P.R. (%) = desvio padrao relativo.
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A partir dos dados demonstrados na Tabela 53, pode-se concluir que todos os
produtos testados apresentaram valores percentuais de teor dentro dos limites estabelecidos

(90,0% a 110,0%).

7.3.6. Uniformidade de conteido

Os resultados de uniformidade de conteido dos produtos analisados estdo

demonstrados na Tabela 54.

Tabela 54. Uniformidade de contetido de Amaryl®4 mg, produto A, produto B e produto C

Amostra Teor (%)
Amaryl® 4 mg Produto A Produto B Produto C
1 95,18 94,11 104,51 105,60
2 110,71 98,92 105,04 102,45
3 95,35 102,99 103,48 108,88
4 99,21 101,45 100,93 105,07
5 95,95 105,04 103,93 104,88
6 97,62 106,37 104,12 104,01
7 95,26 100,22 104,56 106,95
8 106,25 100,66 102,52 108,93
9 103,47 98,03 109,66 109,28
10 99,27 101,42 105,96 111,86
Média 99,83 100,92 104,47 106,79
D.P.R. (%) 5,34 3,48 2,19 2,71

D.P.R. (%) = Desvio Padrio Relativo.

A partir dos dados demonstrados na Tabela 54, pode-se concluir que todos os
produtos testados apresentaram valores individuais de teor dentro dos limites estabelecidos
de 85,0% a 115,0%. Além disso, as estimativas de desvios padrdes relativos entre as

unidades testadas foram inferiores a 6,0%, para todos os produtos testados.
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7.3.7. Testes de dissolucao

Os resultados dos ensaios de dissolu¢do dos produtos analisados estdo demonstrados

na Tabela 55.

Tabela 55. Dissolugio de Amaryl®4 mg, produto A, produto B e produto C

Dissolucao (%)

Amostra Amaryl® 4 mg Produto A Produto B Produto C

1 92,69 85,51 59,94 85,59

2 91,96 85,90 55,50 86,08

3 92,58 89,74 60,96 80,17

4 92,62 90,47 57,58 80,37

5 92,52 86,60 59,58 76,58

6 96,33 84,84 57,53 88,22

7 - 88,77 - 78,93

8 - 90,35 - 83,76

9 - 88,22 - 84,29

10 - 89,08 - 80,01

11 - 91,18 - 83,57

12 - 92,83 - 84,12
Média 93,12 (n=6) 88,62 (n=12) 58,52 (n=6) 82,64 (n=12)
D.P.R. (%) 1,72 (n=6) 2,80 (n=12) 3,42 (n=6) 4,12 (n=12)

D.P.R. (%) = Desvio Padrao Relativo.

A observacdo da Tabela 55 nos permite concluir que o produto Amaryl® 4 mg foi
aprovado no primeiro critério de aceitacdo estabelecido para o ensaio de dissolugdo, pois
todas as unidades apresentaram resultados maiores ou iguais a Q + 5% (85%), nao sendo,
portanto, necessdrio a realizacio de mais ensaios. O produto A, entretanto, ndo foi
aprovado no primeiro critério de aceitacdo, pois apresentou uma unidade abaixo de 85%.
Realizou-se um segundo ensaio com mais seis amostras € o produto foi aprovado no

segundo critério de aceitagdo, pois a média das 12 unidades foi maior ou igual a Q e
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nenhuma unidade apresentou resultados inferiores a Q — 15%. O produto B foi reprovado
no primeiro ensaio, pois apresentou todas as unidades com dissolucdo inferior a Q — 15%,
ndo sendo necessdrio, portanto, a realiza¢do de mais ensaios. O produto C apresentou trés
unidades abaixo de 85% no primeiro ensaio. Realizou-se um segundo ensaio com mais seis
amostras e o produto foi aprovado no segundo critério de aceitagdo, pois a média das 12
unidades foi maior ou igual a Q e nenhuma unidade apresentou resultados inferiores a Q —

15%.

7.3.8. Perfis de dissolucao

Os perfis de dissolucdo obtidos com o produto referéncia (Amaryl® 4 mg) e com os

produtos similares (produto A, produto B e produto C) estdo demonstrados na Figura 30.

Rudy Bonfilio



214
CAPITULO VI- EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

110

90 A

70 4

50 A

—&— Amaryl 4 myg
- Produto A
—&— Produto B
10 - —— Produto C

30

% de glimepirida dissolvida

0 10 20 30 40 50 60

Tempo (minutos)

Figura 30. Perfis de dissolucio de Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C, sob condi¢des

otimizadas.

Os resultados obtidos com os produtos analisados foram utilizados para comparagao
de perfis de dissolucdo entre o produto referéncia e os produtos similares, empregando o
método modelo independente simples. Os valores de f1 e f2 estio demonstrados na Tabela

56.
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Tabela 56. Fatores de diferenca (f1) e fatores de semelhanca (f2) obtidos na comparagio

entre perfis de dissolu¢io de Amaryl® 4 mg e produtos similares (produto A, produto B e

produto C)

Produtos Fator de diferenca (f;)  Fator de semelhanca (f,)
Referéncia x produto A* 1,86 54,57
Referéncia x produto B 45,04 1,55
Referéncia x produto C 18,98 19,79

* Quando dois perfis sdo considerados similares.

A andlise da Tabela 56 permite concluir que somente o produto A apresentou
semelhanca de perfil com o produto referéncia através do cdlculo que emprega o método
modelo independente simples.

Posteriormente, foi realizado o estudo da cinética do processo de dissolugdo,
empregando-se os modelos de ordem zero e primeira ordem. Através da linearizacdo das
curvas de dissolucdo, foram obtidos os respectivos coeficientes de correlagdo (r). Os
resultados estdo apresentados na Tabela 57. Nestes célculos, foram utilizados os valores de

dissolugdo até o tempo de 15 minutos.
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Tabela 57. Pardmetros estatisticos dos estudos de regressdo aplicando modelo de
ordem zero e primeira ordem, derivados dos perfis de dissolucdo dos produtos
Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C apés o ensaio de dissolu¢io sob

condi¢des otimizadas

Produto Ordem Zero (1) Primeira Ordem (r)
Amaryl® 4 mg 0,8497 0,9064
Produto A 0,8887 0,9518
Produto B 0,8172 0,8925
Produto C 0,9094 0,9502

A observagdo da Tabela 57 nos permite concluir que o modelo considerado mais
adequado, ou seja, o que apresentou melhor correlacio foi o de primeira ordem para todos
os produtos.

Com a finalidade de se observar possiveis diferencas nos parametros de dissolucdo
entre o produto referéncia e os produtos similares, foram determinados os parametros
constante de velocidade de dissolugdo (k) e meia-vida de dissolugdo (tsos). Nestes calculos,
foram utilizados os valores de dissolucao até o tempo de 15 minutos. Calculou-se também a
eficiéncia de dissolucido (ED%), a partir do modelo de primeira ordem. Os resultados estao

demonstrados na Tabela 58.
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Tabela 58. Valores da constante de velocidade de dissolucdo (k), meia-vida de dissolucdo (tsoq) €

eficiéncia de dissolugiio (ED%) para Amaryl® 4 mg, produto A, produto B e produto C

Produto tso0 (min) k (min™) (ED%)
Amaryl® 4 mg 4,74 0,092 78,3
Produto A 5,51 0,093 77,4
Produto B 35,89 0,013 45,4
Produto C 9,28 0,062 65,7

Os resultados demonstrados na Tabela 58 indicaram que o produto A apresentou 0s
parametros de dissolu¢do mais préximos do produto referéncia. Estes resultados estdo de
acordo com a comparagdo que utilizou o método modelo independente simples,
confirmando assim a equivaléncia entre esses dois produtos. Os similares B e C
apresentaram parametros de dissolu¢do diferenciados em relacdo ao produto referéncia, o
que também ja tinha sido observado quando se comparou as curvas utilizando os fatores f1

e 2.

7.4. Discussao

A evolugdo dos aspectos relacionados a regulamentacdo brasileira na drea de
medicamentos € evidente. A implantacio de genéricos nas duas ultimas décadas tem
contribuido para o aprimoramento da fabricacdo e garantia de qualidade dos medicamentos.
Os conceitos equivaléncia farmacéutica, biodisponibilidade e bioequivaléncia sdo recentes
e sua introdu¢do no Brasil devem-se, sobretudo, a introducao dos genéricos (STORPIRTIS,

2004).
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O aumento com o rigor em relacdo aos genéricos também beneficiou a qualidade dos
medicamentos similares, que a partir de 2003 passaram a se assemelhar aos genéricos,
mediante exigéncia de apresentacdo dos mesmos testes, no momento de renovagdao do
registro (BRASIL, 2003b; RUMEL, NISHIOKA, dos SANTOS, 2006). Até entdo, os
medicamentos similares eram cépias do medicamento de referéncia e se fazia necessdria a
comprovacdo da qualidade apenas por meio da apresentacdo dos certificados das boas
praticas de fabricacdo e da inspecdo para autorizacdo de funcionamento da empresa.
Entretanto, um fator interessante a se considerar, é que até 2014 os medicamentos similares
poderdo ser comercializados sem estudos de equivaléncia farmacéutica e biodisponibilidade
ralativa, pois os mesmos terdo até a segunda renovacdo do registro (dez anos) para
apresentar os estudos (MASTROIANNI, LUCCHETTA, 2011).

A pesquisa relacionada a qualidade de similares comercializados no mercado
nacional €, portanto, imprescindivel, pois um desvio de qualidade desses produtos pode
causar sérios comprometimentos a saide do paciente. Dentro deste contexto, os ensaios de
equivaléncia farmacéutica sdo fundametais para assegurar a qualidade e eficicia desses
medicamentos.

Neste trabalho, foram realizados estudos de equivaléncia farmacéutica de 3 produtos
classificados como similares, frente ao medicamento referéncia Amaryl® 4 mg. Foram
analisados parametros fisicos e fisico-quimicos, preconizados pela quinta edicdo da
Farmacopeia Brasileira, 2010. O método usado na quantificagdo, bem como o método
aplicado ao ensaio de dissolu¢cdo foram adequadamente otimizados e validados, conforme

descrito em capitulos anteriores.
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Com relacdo aos ensaios de peso médio, friabilidade, tempo de desintegragdo, dureza,
doseamento e uniformidade de contetdo, todas as amostras testadas foram aprovadas.
Entretanto, no teste de dissolucdo, o produto B apresentou baixo teor de dissolug¢dao sendo
reprovado, ndo apresentando, portanto, equivaléncia farmacéutica

Os resultados obtidos no teste de perfil de dissolu¢do também mostram problemas
com os medicamentos similares, pois os produtos B e C ndo apresentaram semelhanga de
perfis através da comparagdo das curvas empregando o modelo independente simples. Os
ensaios de perfis de dissolug@o servem de parametro importante para o desenvolvimento da
forma farmacéutica, pois demonstram claramente que a diferenca de quantidade de farmaco
liberado em meio aquoso poderd comprometer o resultado do teste de bioequivaléncia em
um primeiro momento, bem como o tratamento do paciente.

Conclui-se a partir deste capitulo de tese que a glimepirida na forma de comprimidos
e dosagem de 4 mg possui produtos similares comercializados no mercado nacional que
ndo apresentam equivaléncia farmacéutica com o referéncia correspondente, nas condi¢des
aqui descritas. Portanto, estes similares ndo sao adequados ao uso clinico. Esses resultados
também foram observados em outros trabalhos semelhantes (FERNANDES, CAMPOS,
PIANETTI, 2003; LINSBINSKI, MUSIS, MACHADO, 2008). Isto evidencia uma
necessidade de maior atencdo e participagdo ativa dos profissionais de satide e espera-se
que as autoridades responsdveis, que sdo cada vez mais atuantes, possam em um futuro

proximo diminuir ou erradicar tais problemas
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8. POLIMORFISMO

8.1. Introducao

Antes de abordar o polimorfismo de sélidos farmacéuticos, € necessario considerar
o termo célula unitdria, definida como o menor agrupamento onde ocorre um arranjo
regular e periddico de dtomos ou fons. Seis parametros de rede determinam uma célula
unitdria: os comprimentos das arestas da célula unitdria (a, b e ¢) e os angulos entre as
arestas (a, S e y) (REZENDE, 2004). Existem sete tipos fundamentais de células unitarias,
as quais definem as sete classes de sistemas cristalinos: cubico (a =b=c, a ==y =90°),
tetragonal (a = b # ¢, a = f =y = 90°), ortorrdbmbico (a # b # ¢, o = f =y = 90°),
monoclinico (a # b # ¢, a =y = 90° B # 90°), triclinico (@ # b # ¢, a # f # 7y # 90°),
hexagonal (@ = b # ¢, o = f =90° y = 120°) e trigonal (a = b =c, a = = 90° y # 90°
(BRITTAIN, 2009).

O termo polimorfismo € utilizado para denotar sistemas cristalinos nos quais uma
substancia pode existir em estruturas caracterizadas por diferentes células unitarias. Porém,
cada estrutura deve possuir exatamente a mesma composi¢ao elementar. Se uma mesma
substancia possui uma variacdo da estrutura cristalina (definida por uma diferente célula
unitdria) e esta célula unitdria difere em sua composicdo elementar, devido a inclusdo de
uma ou mais moléculas de solvente, o termo para designar tal fendmeno é solvatomorfismo
(anteriormente denominado pseudopolimorfismo). O termo amorfo designa um sélido que

nao tem estrutura cristalina definida (BRITTAIN, 2009). Dois ou mais componentes
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sOlidos em temperatura ambiente podem também formar estruturas cristalinas. Neste caso,
sdo designados co-cristais (LU, LI, JIANG, 2010).

Entretanto, no campo da farmdicia fisica, o termo polimorfismo € hoje em dia
frequentemente utilizado para designar uma variedade de formas sdlidas de principios
ativos e adjuvantes, incluindo formas cristalinas, amorfas, solvatos e hidratos
(AALTONEN et al., 2009).

Os dois principais tipos de polimorfismo sdo: empacotamento e conformacional. No
polimorfismo de empacotamento, as moléculas sdo normalmente rigidas e sdo arranjadas de
forma diferente dentro da célula unitdria de cada polimorfo, porém mantendo a mesma
conformagdo. No polimorfismo conformacional, as moléculas sdo mais flexiveis e existem
como diferentes conformeros (SARMA et al., 2011).

A principal técnica analitica utilizada para a demonstracdo da evidéncia de
polimorfismo e para a identificacdo da estrutura cristalina € a difracdo de raios X. Porém,
outras técnicas sdo utilizadas, incluindo a microscopia, andlise térmica (calorimetria
exploratoria diferencial e termogravimetria) e técnicas espectroscopicas (espectroscopia na
regido do infravermelho, Raman e ressondncia magnética nuclear no estado sélido)
(PAYGHAN et al., 2010).

A importancia do polimorfismo na drea de ciéncias farmacéuticas se deve ao fato de
que a maioria dos produtos farmacé€uticos sdo formulados a partir de insumos sélidos
(ingredientes ativos e excipientes) no estado cristalino (LEE, ERDEMIR, MYERSON,
2011). As variagdes no estado cristalino de uma mesma molécula podem resultar em

diferentes propriedades fisicas e quimicas, o que pode produzir impacto direto nas
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propriedades farmacotécnicas dos insumos e/ou na qualidade biofarmacéutica dos
medicamentos (PAYGHAN et al., 2010).

Com relagdo as propriedades farmacotécnicas, diferencas em formas polimorficas
podem resultar em diferencas de higroscopicidade, forma de particula, densidade,
granulometria, angulo de repouso e compactabilidade. Estas diferencas provavelmente
influenciam no processamento dos insumos farmacéuticos. Entretanto, o efeito do
polimorfismo no processamento farmacéutico é dependente da formula¢do e do processo
tecnoldgico. Para um produto fabricado por compressdo direta, as propriedades dos
insumos solidos sdo criticas para o processamento. Ja no processo via granulacao umida, as
propriedades originais dos solidos farmacéuticos sdao modificadas, o que provavelmente
resultard em menor influéncia na qualidade do produto farmacéutico (PAYGHAN et al.,
2010).

Com relagcdo a qualidade, o polimorfismo pode influenciar na estabilidade fisica e
quimica de medicamentos, devido a diferencas entre estabilidades termodindmicas dos
polimorfos. Por esta razdo, durante o desenvolvimento de uma formulacdo, a forma mais
estdvel de um farmaco € frequentemente escolhida, baseado na maior estabilidade quimica
e no menor potencial de conversdo para outra forma (SAIFEE et al., 2009). Entretanto, um
polimorfo metaestivel (menor estabilidade) pode ser escolhido para melhoria de
biodisponibilidade (PAYGHAN et al., 2010). Neste caso, a formulacdo farmacéutica deve
ser otimizada, a fim de se maximizar a estabilidade do polimorfo (SAIFEE et al., 2009).

Polimorfos de um determinado fiarmaco podem ter diferentes solubilidades e taxas
de dissolugao (YU et al, 2003). Uma regra universalmente aceita ¢ que formas

metaestiveis possuem maior solubilidade do que formas estiveis (PUROHIT,
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VENUGOPALAN, 2009), e que solvatos sdao sempre menos soliveis do que o sélido
original (HUANG, TONG, 2004). Quando as diferencas de solubilidade sdo significantes, a
biodisponibilidade de um produto farmacéutico pode ser alterada, principalmente para
farmacos de baixa solubilidade, onde a taxa de dissolucdo € o fator limitante para a
absor¢cdo. Consequentemente, isto pode dificultar a obtencdo de bioequivaléncia. Este
consideragdo € extremamente relevante, pois, devido a mudangas nas taxas de dissolucdo
dos polimorfos, um polimorfo de um farmaco pode ser ativo terapeuticamente e outro ser
menos ativo, inativo ou até mesmo téxico (CAPUCHO, MASTROIANNI, CUFFINI,
2008).

As diferencas entre polimorfos que resultam em diferengas de solubilidade e de
taxas de dissolucdo sdo frequentemente detectadas por ensaios de dissolugc@o. Estes ensaios
fornecem uma forma adequada de controlar a qualidade de um produto quanto a
biodisponibilidade e estabilidade (YU et al., 2003).

A obtencdo de uma forma cristalina pode ser realizada através de diversos
processos: cristalizagdo através de evaporacdo do solvente, cristalizacdo por adi¢do de anti-
solvente, cristalizacdo por evaporacdo do solvente, cristalizacdo por resfriamento,
cristalizagdo por alteragdo de pH (para dcidos ou bases fracas), cristalizacdo por adi¢do de
cristais “sementes”, cristalizacao por introdugdo de aditivos, etc (HUANG, TONG, 2004).

Na industria farmacéutica, durante a sintese de fairmacos, os processos tecnolégicos
de cristalizacdo, purificagdo e secagem podem impactar na estrutura cristalina dos farmacos
(LEE, ERDEMIR, MYERSON, 2011). Por este motivo, muitos compostos de relevancia
farmacéutica podem ocorrer em uma ou mais formas cristalinas (COSTA, 2005). Além

disso, os polimorfos podem sofrer alteracdo na forma cristalina quando misturados com
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outras substincias ou em determinados processos tecnoldgicos (p.ex.: moagem dos pos e
compressao) (JANNUZZI, VASCONCELLOS, SOUZA, 2008).

O estudo do polimorfismo de sélidos farmacéuticos é, portanto, fundamental para
assegurar a qualidade de qualquer medicamento. Isto é corroborado pela observacao de que
o estudo da forma polimérfica é um requerimento regulatério para o registro de um novo
produto farmacéutico (ICH, 1999). A FDA recomenda que, durante o desenvolvimento de
novos produtos, sejam realizadas buscas de possiveis formas polimorficas e solvatos,
empregando processos de recristalizacdo. Aconselha-se ainda um  rigoroso
acompanhamento da pureza fisica do firmaco durante o seu processamento industrial e
periodo de armazenamento (FDA, 2004). No Brasil, a RDC n° 136, de 29 de maio de 2003
(BRASIL, 2003) exige que o relatério de registro de um novo medicamento especifique,
dentre outras informagdes, a discriminacdo das caracteristicas do polimorfo utilizado no

medicamento e de outros polimorfos relacionados a substancia ativa.

8.2. Parte experimental

8.2.1. Material

8.2.1.1. Amostras

Para recristalizacdo de polimorfos, utilizou-se glimepirida padrdo de referéncia

(padrao secunddrio), adquirida da empresa Zhejiang Xianju Huakang Pharmaceutical &

Chemical Co., Ltd. (Xianju, China).
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Para fabricacdo de comprimidos contendo formas polimérficas de glimepirida,

preparou-se o placebo, contendo a seguinte composigao:

Lactose monoidratada...........cceeveeriieiiieniinienieneenieie e 80%
Lauril sulfato de sOdio.........coceeviiiiiniiniiniiiiiicccccec e 5%

Amido glicolato de SOAI0.........eerruiiriiiiniiiniieeiie et 4%

PolivinilpirrolidOna........cooveiiiieiiiiiiiice e 0,4%
Celulose microcristalina............cocueeverieriieniieiienicicee e 10%
Estearato de magnésio..........couuiiiiiirnieeiieinieeeeeeieeeee e 0,4%
Indigotina laca de aluminio...........cocveevieiriiiniieiniieieeecee e 0,2%

8.2.1.2. Equipamentos

Dissolutor Electrolab® TDT-08 L, equipado com oito cubas de dissolucdo (Sdo Paulo,
Brasil);

Cromatégrafo a liquido Shimadzu® (Kyoto, Japdo), série LC-10A, injetor manual 7725i
com al¢a de amostragem de 20 uL (Rheodyne®, Califérnia, EUA), detector SPD-10AVP,
valvula FCV-10ALVP, forno de coluna CTO-10AVP e controlador SCL-10Avp;

Coluna Waters Symmetry® C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm);

Difratdmetro de raios X Rigaku®, modelo ultima IV (Tokyo, Japdo).

Espectrofotdometro de infravermelho com transformada de Fourier Shimadzu®, modelo

Prestige-21 (Tokyo, Japao).
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Calorimetro de varredura diferencial Mettler Toledo®, modelo DSC 1 Stare System
(Barueri, Brasil).

Microscépio eletronico de varredura Jeol®, modelo JSM 7500F (Sao Paulo, Sao Paulo,
Brasil).

Compressora rotativa Lemaq®, modelo LMO08B (Diadema, Brasil);

Evaporador rotativo Marconi®, modelo MA 120 (Piracicaba, Brasil)

Aparelho de ultrassom Unique® modelo USC2800A (Indaiatuba, Brasil);

Balanca analitica Kern® modelo 410 (Kern, Alemanha);

Filtros de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicos com 0,45 pm de poro (Millipore®,
Bedford, EUA).

Membranas de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicas com 0,45 pum de poro e 47,0 mm de
diametro (Millipore®, Bedford, EUA);

Papel de filtro quantitativo isento de cinzas Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Peagdmetro Mettler® modelo Delta 345 (Barueri, Brasil);

Sistema de filtracdo a vacuo Nova Técnica® (Sao Paulo, Brasil);

Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore®, Bedford, EUA).

8.2.1.3. Solventes e reagentes

Fosfato de sédio dibésico anidro Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Fosfato de s6dio monobasico monoidratado Reagen® (Colombo, Brasil);

Hidréxido de sédio PA DINAMICA® (Sao Paulo, Brasil);
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Etanol P.A. Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Brometo de potdssio grau espectroscopico Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);
Cloroférmio P.A. Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acetato de amdnio P.A. Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido citrico P.A. Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido cloridrico P.A. Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Acido acético glacial Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Lauril sulfato de sédio Henrifarma® (Sao Paulo, Brasil);

Metanol grau HPLC TEDIA Company® (Fairfield, EUA);

Agua ultrapura — dgua Milli-Q.

8.2.2. Condicoes de estudo

8.2.2.1. Preparacao de formas cristalinas

A forma polimérfica I da glimepirida foi preparada de acordo com a literatura
(ENDO et al., 2003). Os cristais foram obtidos vertendo-se 500 mL de etanol em 500 mL
de uma solucio de glimepirida em cloroférmio (1,2 g L) a temperatura ambiente. Os
solventes foram evaporados em rotavapor sob vacuo a 40°C.

A forma polimérfica II da glimepirida foi recristalizada dissolvendo-se 0,6 g de
glimepirida em 1000 mL de solu¢do etanol-dgua (1:1, v/v) a 85°C em banho-maria por 60

minutos. Em seguida, a solu¢do foi mantida em temperatura ambiente por 12 horas e
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posteriormente foi mantida sob refrigeragdo a 5°C por uma semana. Os cristais foram entdo

coletados por filtracdo e secos em estufa a 60°C sob vicuo (em dessecador).

8.2.2.2. Identificacao das formas polimérficas

As formas polimoérficas da glimepirida foram identificadas através das técnicas de
difracdo de raios X por po, espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de
Fourier, calorimetria exploratdria diferencial e mocroscopia eletronica de varredura.

As medidas de raios X foram realizadas em temperatura ambiente, sob as seguintes
condi¢des: Radiagio Cu-Ko (A = 1.542 A) utilizando monocromador de grafite, voltagem
de 40 kV, corrente de 30 mA e faixa de varredura 20 entre 3,0 a 40,0°, na razdo de
aquecimento de 1°/min.

Os dados espectroscopicos na regido do infravermelho foram obtidos sob
temperatura ambiente na faixa de 3500-400-cm™. As amostras foram preparadas utilizando
pastilhas de KBr.

As andlises de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foram realizadas a 2 °C
min~'. Os dados foram coletados de 25 a 250 °C.

As andlises de microscopia eletronica foram utilizadas para observacdo das

caracteristicas morfologicas dos cristais.
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8.2.2.3. Preparacao de comprimidos de glimepirida

A fim de avaliar a influéncia do polimorfismo em comprimidos contendo 4 mg de
glimepirida, dois lotes foram preparados: lote 1 (contendo a forma polimorfica I) e lote 2
(contendo a forma polimérfica II). Os lotes foram preparados da seguinte forma: Duas duas
por¢des de 1,665 g do placebo (descrito na secdo 8.2.1.1) foram adicionadas
individualmente em dois sacos plésticos. Posteriormente, adicionou-se individualmente 40
mg de cada forma polimérfica em cada saco pléstico, que foram agitados por cerca de 10
minutos. Em seguida, pesou-se 170 mg de p6 (mistura de placebo e polimorfos) de cada
lote e transferiu-se para as matrizes da compressora rotativa. Finalmente, foram obtidos 6
comprimidos de cada lote através de compressao direta. A forca de compressao foi ajustada
para produzir comprimidos com dureza de aproximadamente 5 kgf. As condicdes utilizadas
para produzir os dois lotes foram as mesmas, variando-se somente a forma polimérfica de

cada lote.

8.2.2.4. Comparacao de perfis de dissolucao de comprimidos contendo polimorfos

Os dois lotes de comprimidos de glimepirida, preparados de acordo com a secdo
prévia (8.2.2.3), foram submetidos ao ensaio de dissolu¢do desenvolvido e validado neste
trabalho (sec¢do 5). As condi¢des foram: tampéo fosfato de sédio pH 6,8 (50 mmol L)
contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio como meio de dissolu¢do, aparato pa sob a
velocidade de agitacdo de 50 rpm e coleta das amostras nos tempos 5, 10, 15, 20, 30 e 60

minutos, com imediata reposi¢cdo. O método por CLAE desenvolvido e validado nesta tese
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foi empregado para a quantificacdo das amostras, que foram injetadas diretamente no
cromatégrafo. As condi¢des cromatograficas foram: tampao fosfato de sodio (27,5 mmol L
1; pH 6.,5) e metanol (34:66, v/v) como fase mével, coluna Waters® Symmetry C-18 (250 x
4,6 mm, 5 um) como fase estaciondria, detec¢do no UV a 228 nm e volume de injecao de
20 pL. As andlises foram realizadas a temperatura ambiente (25° C).

Foram ensaiados 6 comprimidos de cada lote e os resultados foram utilizados para
constru¢do de perfis de dissolugdo. Os perfis foram entdo comparados através do método
modelo independente simples, que utiliza o calculo do fator de diferenca (f1) e do fator de
semelhanca (f2), que foram obtidos a partir das equacdes 9 e 10, descritas na secdo 7.7.2.

Para duas curvas serem consideradas similares, o valor de fl1 deve ser proximo de 0
e o valor de f2 deve ser proximo de 100. Geralmente, valores de f1 de 0 a 15 e valores de 2

de 50 a 100 asseguram equivaléncia entre duas curvas (BRASIL, 2010).

8.3. Resultados e discussao

Os resultados de difragdo de raios X por po das formas polimorficas de glimepirida,

recristalizadas a partir do padrdo de trabalho, estio demonstradas na Figura 31.
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Figura 31. Difratogramas de formas polimérficas de glimepirida.

A observagdo dos difratogramas demonstrados na Figura 31 nos permite concluir

que as técnicas de recristalizacdo nos solventes cloroférmio/etanol e etanol/dgua, descritas
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na secdo 8.2.2.1, permitem a obtencdo das formas polimoérficas I e II da glimepirida,
respectivamente, pois os padrdoes de difracdo obtidos neste trabalho coincidem com os
padrdes demonstrados na literatura (ENDO et al., 2003).

Os resultados de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier das

formas polimérficas de glimepirida, recristalizadas a partir do padrdo de trabalho, estdo

demonstrados na Figura 32.
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Figura 32. Espectros de infravermelho de formas polimérficas de glimepirida.
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A observacdo dos espectros de infravermelho demonstrados na Figura 32 nos
permite confirmar que as técnicas de recristalizacdo nos solventes cloroférmio/etanol e
etanol/dgua, descritas na secao 8.2.2.1, permitiram a obten¢do das formas polimoérficas 1 e
IT da glimepirida, respectivamente. Os espectros obtidos neste trabalho coincidem com os
espectros demonstrados na literatura (ENDO et al., 2003), onde uma banda larga préxima a
3100 cm™ foi observada somente no espectro da forma II. Esta banda foi atribuida a uma
interacdo intermolecular de hidrogénio do grupamento N-H da sulfonamida. Além desta, as
seguintes bandas principais também foram verificadas na forma I: 3369 cm™ (estiramento
N-H de amina secundaria), 3288 cm’! (estiramento N-H da sulfonamida), 3050 cm’!
(estiramento C-H sp2), 2930 cm’ (estiramento C-H sp3), 2360 cm’ (pico de CO, do
espectro de fundo), bandas harmonicas entre 2000 cm™ e 1700 cm™! (aromatico), 1706 cm’!
(estiramento C=0), 1674 cm™" (estiramento C=0 conjugado a uma ligacdo dupla a, ), 1541
cm’”! (estiramento C=C aromatico), 1360 cm’! (dobramento de CHj3). Na forma II, foram
verificadas as seguintes bandas principais: 3333 cm’ (estiramento N-H da amina
secundaria), 3298 cm’! (estiramento N-H da sulfonamida) 2932 cm’! (estiramento C-H sp3 ),
2360 cm’! (pico de CO; do espectro de fundo), bandas harmonicas entre 2000 cm’ e 1700
cm’! (aromatico), 1701 cm’! (estiramento C=0), 1653 cm’! (estiramento C=0 conjugado a
uma ligacdo dupla a, B), 1541 cm™ (estiramento C=C aromatico), 1341 cm™ (dobramento
de CHj).

Os resultados de DSC das formas polimérficas de glimepirida, recristalizadas a

partir do padrdo de trabalho, estdo demonstrados na Figura 33.
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Figura 33. Curvas de DSC de formas polimérficas de glimepirida.

A observagao das curvas de DSC demonstradas na Figura 33 nos permite confirmar
que as técnicas de recristalizacdo nos solventes cloroférmio/etanol e etanol/agua, descritas
na secdo 8.2.2.1, permitiram a obtencdo das formas polimérficas I e II da glimepirida,
respectivamente, pois as curvas obtidas neste trabalho coincidem com as curvas
apresentadas na literatura (ENDO et al.,, 2003). Ambas as formas demonstraram picos
endotérmicos acima de 200°C, que correspondem aos seus pontos de fusdo. Entretanto,
somente a forma II demonstrou um pico exotérmico em torno de 140°C, que foi atribuido a
transicao polimérfica da forma II em forma I.

Os resultados de microscopia eletronica das formas polimérficas de glimepirida,

recristalizadas a partir do padrdo de trabalho, estio demonstrados na Figura 34.
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Figura 34. Microscopia eletronica de varredura de formas polimoérficas de glimepirida.

A observacdo das fotos de microscopia eletronica dos polimorfos de glimepirida
demonstradas na Figura 34 nos permite confirmar que as técnicas de recristalizacdo nos
solventes cloroférmio/etanol e etanol/dgua, descritas na secdo 8.2.2.1, permitiram a
obtencdo das formas polimérficas I e I da glimepirida, respectivamente. Pode-se observar
claramente que somente o polimorfo II possui uma estrutura em forma de agulha. Além
disso, as fotos demonstradas na Figura 34 nos permitem visualisar que ndo ha diferencas

evidentes nos tamanhos de particulas de polimorfos. Portanto, qualquer diferenca entre os
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perfis de dissolu¢do de comprimidos contendo os polimorfos de glimepirida provavalmente

ocorrerd devido ao fendmeno do plomimorfismo e ndo devido a diferencas entre o tamanho

dos polimorfos.

Os resultados de difracdo de raios X por pd, espectroscopia na regidao do

infravermelho por transformada de Fourrier, calorimetria exploratoria diferencial e

microscopia eletronica de varredura, portanto, confirmam que as formas polimoérficas I e II

da glimepirida foram recristalizadas neste trabalho.

Posteriormente, comprimidos contendo as formas polimérficas de glimepirida foram

preparados de acordo com a se¢do 8.2.2.3 e submetidos ao ensaio de dissolucdo sob as

condic¢des descritas na se¢do 8.2.2.4. Os resultados estdo demonstrados na Figura 35.
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Figura 35. Perfis de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de formas polimdrficas de

glimepirida. Barras de erros representam intervalos de confianga a 95%.
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A observagao dos resultados demonstrados na Figura 35 nos permite concluir que os
perfis de dissolu¢do de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida sdo influenciados pela
forma polimorfica presente nos comprimidos. Para confirmar essa conclusdo, foram
calculados os fatores de diferenca (f1) e de similaridade (f2), e foram encontrados valores
de 61,40 e 7,06, respectivamente. Os resultados demonstrados na Figura 35 e os cdlculos de
fl e f2, portanto, demonstram a influéncia do polimorfismo nos perfis de dissolu¢cdo de
comprimidos contendo glimepirida, sendo que a forma II, por ser 3,5 vezes mais solivel do
que a forma I (ENDO et al., 2003), promove uma dissolu¢do mais rdpida e mais efetiva até
60 minutos.

Uma tentativa de identificar a forma polimdrfica da glimepirida presente em
comprimidos foi realizada através das técnicas de difracdo de raios X por po,
espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier e calorimetria
exploratoria diferencial. Estas técnicas, sob as condi¢des descritas na secdo 8.2.2.2, foram
aplicadas no placebo descrito na se¢do 8.2.1.1, na mistura de placebo + forma polimérfica I
e na mistura de placebo + forma polimorfica II.

Os resultados de difracdo de raios X por p6 do placebo, da mistura de placebo +
forma polimérfica I e da mistura de placebo + forma polimoérfica II estio demonstrados na

Figura 36.
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Figura 36. Difratogramas de placebo, de mistura de placebo + forma polimoérfica I da glimepirida e

de mistura de placebo + forma polimérfica II da glimepirida.
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A observagdo dos resultados demonstrados na Figura 36 nos permite concluir que
ndo € possivel identificar a forma polimoérfica presente em comprimidos de glimepirida
através da técnica de difracdo de raios X, pois os excipientes apresentam difracio
significativa entre 3 e 40°. Esta interferéncia ocorreu devido ao estado cristalino dos
excipientes presentes no placebo. Além disso, a quantidade de glimepirida em relagdo ao
peso total dos comprimidos € pequena (cerca 2,35% p/v), o que prejudica a identificagdo da
forma polimorfica da glimepirida em comprimidos.

Os resultados de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier do
placebo, da mistura de placebo + forma polimoérfica I e da mistura de placebo + forma

polimérfica II estdo demonstrados na Figura 37.

Rudy Bonfilio



240
POLIMORFISMO

| Placebo |

B

Y

[.>]

=
[

TransmitAncia (%)

=
-
=

it

100

Mmmmmmwmmm
Comprimanto de onda (cm )

110+ Forma | + placebo !

|§|||

|E|||

Transmitancia (%)
S

-]
&

v ALY

o
-3

~
T

—
==
e —

3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Comprimento de onda (cm'1)

| Forma Il + placebo ‘

T M
I il

) \ / ]MV
435 \l\/J )
3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Comprimento de onda (cm'1)

Transmitancia (%)

Figura 37. Espectros de infravermelho de placebo, de mistura de placebo + forma polimérfica I da

glimepirida e de mistura de placebo + forma polimérfica I da glimepirida.
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A observagdo dos resultados demonstrados na Figura 37 nos permite concluir que
ndo € possivel identificar a forma polimoérfica presente em comprimidos de glimepirida
através da técnica espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, pois os
excipientes apresentam absorcdo sgnificativa na regido de 3100 cm™, ndo permitindo,
portanto, a visualizacdo da principal banda responsdvel pela identificagdo da forma
polimérfica II.

Os resultados das andlises de calorimetria exploratdria diferencial do placebo, da
mistura de placebo + forma polimorfica I e da mistura de placebo + forma polimorfica 11

estdo demonstrados na Figura 38.
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Figura 38. Curvas de DSC de placebo, de mistura de placebo + forma polimérfica I da

glimepirida e de mistura de placebo + forma polimérfica Il da glimepirida.
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A observagdo dos resultados demonstrados na Figura 38 nos permite concluir que
ndo € possivel identificar a forma polimoérfica presente em comprimidos de glimepirida
através da técnica de calorimetria exploratdria diferencial, pois o pico endotérmico em 140°
verificado na curva de DSC do placebo se sobrepde ao pico de transi¢do da forma

polimérfica II da glimepirida em forma I.

8.4. Discussao

O estudo do polimorfismo em sélidos farmacéuticos é fundamental para assegurar a
qualidade de qualquer medicamento, pois variagdes no estado cristalino podem produzir
alteracdes nas propriedades farmacotécnicas dos insumos farmacéuticos, na estabilidade
fisica e quimica dos insumos e medicamentos, na solubilidade, taxas de dissolug¢do e
biodisponibilidade de principios ativos contidos em uma determinada formulagdo, e na
equivaléncia farmacéutica de produtos genéricos e/ou similares.

Virios trabalhos descritos na literatura demostram a influéncia do polimorfismo nas
propriedades de dissolucdo e na biodisponibilidade oral de medicamentos
(CHEMBURKAR et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2000; SWANEPOEL, LIEBENBERG,
de VILLIERS, 2003; SOHN, KIM, 2008; MA, MOULTON, 2009; HISAZUMI et al.,
2011). Essa influéncia pode ser critica na qualidade de medicamentos contendo farmacos
poucos soliveis (Classe II e Classe 1V, de acordo com o sistema de classificagdao
biofarmacéutica), pois a dissolug@o para estes farmacos € o fator limitante para a absor¢ao.

A glimepirida pertence a Classe II, pois é praticamente insolivel em dgua (EP,

2008), com coeficiente de particao 6leo-dgua de 3,81 (SEEDHER, KANOIJIA, 2009), sendo
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completamente absorvida apés 1 hora de administracdo oral (HARRIGAN, NATHAN,
BEATTIE, 2001). Além disso, a glimepirida possui duas formas polimorficas cristalinas,
designadas como forma I e forma II. Cada polimorfo apresenta diferente solubilidade,
sendo que a forma II € cerca de 3,5 vezes mais soldvel que a forma I em solventes aquosos
(ENDO et al., 2003).

Tendo em vista a importancia do polimorfismo na qualidade de produtos
farmacéuticos contendo farmacos pouco soluveis, este capitulo objetivou avaliar o impacto
das formas polimorficas descritas para a glimepirida em comprimidos contendo 4 mg deste
farmaco e adjuvantes utilizados na fabricacdo do produto referéncia, um estudo ainda nao
descrito na literatura.

Primeiramente, as duas formas polimoérficas da glimepirida foram recristalizadas. A
forma I foi obtida com sucesso na primeira tentativa, utilizando o procedimento descrito
por Endo e colaboradores (2003). Entretanto, a forma II nao foi obtida com a realizacdo do
procedimento descrito pelos mesmos autores. Outras tentativas foram realizadas, variando-
se as temperaturas das solucdes e a propor¢do de solventes utilizados no sistema
etanol/dgua. Estas tentativas também levaram a forma mais estdvel (forma I). Uma busca na
literatura de procedimentos de recristalizacdo de farmacos da classe das sulfonilureias em
sistemas etanol/dgua foi realizada. Foi encontrada uma descri¢ao de recristalizacdo de uma
forma polimérfica de acetoexamida em etanol/dgua (SAKAGUCHI et al.,, 1978). O
procedimento descrito foi realizado para a glimepirida (secdo 8.2.2.1) e as andlises de
difracdo de raios X mostraram um padrdo de difracdao coincidente com o padrdo
demonstrado para a forma II da glimepirida (ENDO et al., 2003). A confirmacdo de que a

forma II foi recristalizada com sucesso foi realizada pelas técnicas de espectroscopia na
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regido do infravermelho, calorimetria exploratdria diferencial e microscopia eletronica de
varredura.

As formas polimérficas foram utilizadas na fabricacdo de comprimidos de 4 mg.
Uma formulacdo foi desenvolvida e foi utilizada para fabricagdo de dois lotes de
comprimidos de glimepirida: lote 1 (contendo a forma polimérfica I) e lote 2 (contendo a
forma polimdrfica II). Com o objetivo de variar apenas a forma polimorfica entre um lote e
outro, os dois lotes foram fabricados utilizando a mesma composi¢do qualitativa e
quantitativa de excipientes, mesma compressora € mesma forca de compressdo, sendo
produzidos no mesmo dia (um lote imediatamente apds o outro).

Os dois lotes foram submetidos ao ensaio de dissolu¢@o sob as condi¢des descritas
nesta tese e os resultados demonstram uma significativa influéncia do polimorfismo nos
perfis de dissolu¢do de comprimidos contendo glimepirida, sendo que a forma II, como
esperado, promoveu uma dissolu¢cdo mais rdpida e mais efetiva até 60 minutos de ensaio.

Entretanto, o lote contendo a forma mais estdvel (Forma I) ndo apresentou uma
dissolucdo efetiva, como demonstrado na Figura 35. Uma tentativa de variacdo na
composicdo quantitativa de excipientes e de aumento do tensoativo (lauril sulfato de sédio)
foi realizada, mas a dissolucdo da forma I no lote desenvolvido neste trabalho permaneceu
baixa. Foi levantada a hipdtese de que a formulagdo referéncia pode conter uma certa
quantidade de polimorfo II. Uma tentativa de andlise de polimorfismo em comprimidos foi
realizada, submetendo os excipientes e as misturas de ambos polimorfos com os excipientes
as técnicas analiticas descritas neste capitulo (difracdo de raios X, espectrofotometria na
regido do infravermelho por transformada de Fourier e calorimetria exploratoria

diferencial). Infelizmente, chegou-se a conclusdo que nio € possivel identificar a forma
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polimérfica em comprimidos contendo 4 mg de glimepirida, pois a quantidade de
excipientes nas formulacdes farmacéuticas comercializadas € significativamente alta, o que
promove uma alta interferéncia dos excipientes, impedindo consequentemente que as
técnicas sejam conclusivas.

Entretanto, com base nos resultados obtidos neste capitulo, sugere-se que a
qualidade da matéria-prima utilizada no desenvolvimento de comprimidos contendo
glimepirida seja controlada, através das técnicas utilizadas. Também € sugerido o controle
de qualidade da matéria-prima utilizada na fabricagdo de cada lote, para que ndo haja
utilizacdo de um polimorfo diferente do utilizado no desenvolvimento farmacotécnico. A
importancia desta observacdo € reforcada ao se considerar que a glimepirida é um
antidiabético oral, sendo que a taxa de dissolucdo deste farmaco € o fator limitante para a
sua absor¢do. Portanto, o aumento significativo no perfil de dissolucio de produtos
contendo glimepirida, devido a utilizacdo de matéria-prima contendo o polimorfo mais
solivel, pode aumentar a taxa de absorcdo, o que pode ocasionar queda nos niveis
glicémicos. Inversamente, a diminuicdo no perfil de dissolug¢do, devido a utilizacdo do
polimorfo menos soltvel, pode prejudicar o tratamento.

Este capitulo de tese € extremamente relevante e chama a atencdo para a
necessidade de maiores exigéncias por parte dos 6rgaos regulatrios competentes quanto a
andlises de polimorfos das matérias-primas utilizadas na fabricacdo de medicamentos
comercializados no Brasil e no mundo, pois estas andlises ndo sdo exigidas na grande
maioria das monografias presentes nos compéndios oficiais. Uma parceria entre industrias,
centros de pesquisas e universidades seria uma forma vidvel de consolidar pesquisas nesta

area e contribuir para a melhoria da qualidade me medicamentos soélidos.
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9. CONCLUSOES

O método de espectrofotometria por derivadas na regidao do ultravioleta foi
considerado adequado para quantificacdo de comprimidos contendo 1, 2 e 4 mg de
glimepirida. Este método € facil de executar, possui baixo custo, € rdpido e ndo gera
residuos toxicos ou poluentes. Entretanto, os produtos de degradacdo ndao podem ser
quantificados através desta técnica. Além disso, a presenca de lauril sulfato de sédio causa
turvacdo nas solucdes dos comprimidos, o que impede a aplicacdo desta técnica na
quantificacdo de amostras obtidas nos ensaios de dissolugdo.

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia também foi considerado
adequado para quantificacdo de comprimidos contendo 1, 2 e 4 mg de glimepirida. Este
método, que foi desenvolvido de forma multivariada, apresenta a vantagem de permitir a
separacdo e quantificacdo de produtos de degradac@o. Porém, demanda um maior tempo,
maior treinamento e, além disso, gera maior quantidade de solventes em relacdo ao método
espectrofotométrico. Porém, em relacdo aos métodos cromatograficos descritos na
literatura, o tempo de corrida € significativamente menor.

O ensaio de dissolucdo desenvolvido mostrou-se adequado para avaliar a qualidade
de comprimidos contendo 4 mg de glimepirida e mostrou-se adequado para aplicagdo em
andlises de rotina em laboratérios de controle de qualidade. Além disso, permitiu a
comparacao de perfis de dissolucdo para ensaios de equivaléncia farmaceéutica.

Os estudos de estabilidade mostraram que todos os produtos farmacéuticos testados
(referéncia e similares) sofreram influéncia das condigdes estabelecidas para estudos de

estabilidade acelerada e de longa duracgao.
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Os estudos de equivaléncia farmacéutica mostraram que dois produtos similares
contendo 4 mg de glimepirida comercializados no mercado nacional ndo demonstram
equivaléncia farmacéutica, ndo sendo adequados, portanto, ao uso clinico.

Os estudos de polimorfismo demonstram uma significativa influéncia do
polimorfismo nos perfis de dissolucao de comprimidos contendo glimepirida, sendo que a
forma II promoveu uma dissolu¢do mais rdpida e mais efetiva até 60 minutos de ensaio. A
partir desta observacdo, sugere-se que a qualidade da matéria-prima utilizada em
comprimidos contendo glimepirida seja controlada, pois o aumento significativo no perfil
de dissoluc¢do de produtos contendo este firmaco pode aumentar a sua bioequivaléncia, o
que pode ocasionar queda nos niveis glicEémicos. Inversamente, a diminui¢do no perfil de
dissolugdo pode prejudicar a terapia medicamentosa do diabetes tipo II.

Finalmente, este trabalho mostra a importancia de métodos adequados de controle
de qualidade na avaliacdo de produtos comercializados no mercado brasileiro, pois mesmo
com o crescente rigor dos Orgdos competentes, os pacientes ainda estdo sujeitos a usarem

medicamentos com qualidade comprometida.
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GLIMEPIRIDA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 95,0% e, no maximo, 105% da quantidade declarada de C,4H34N4O5S.

IDENTIFICACAO

O tempo de reten¢do da banda principal do cromatograma da Solu¢do amostra, obtida no

método B. de Doseamento, corresponde aquele da banda principal da Solucdo padrao.

CARACTERISTICAS

Determinacao de peso (5.1.1). Cumpre o teste.

Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (5.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegracio (5.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6). Cumpre o teste.

Procedimento para uniformidade de contetido. Transferir individualmente 10 comprimidos
para baldes volumétricos de 50 mL, adicionar 40 mL de metanol e deixar em ultrassom até
a desintegracdo do comprimido. Completar o volume com o metanol e filtrar. Diluir o
filtrado para a concentracio final de 10 pg mL™" utilizando fase mével como solvente.

Prosseguir conforme descrito no método B. de Doseamento a partir de Solugdo padrao.
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TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolucdo: Tampio fosfato de sédio pH 6,8 (50 mmol L) contendo 0,1% de

lauril sulfato de sédio, 1000 mL.

Aparelhagem: pas, 50 rpm

Tempo: 60 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquota do meio de dissolucdo, e proceder conforme
descrito no método B. de Doseamento. Calcular a quantidade de C,4H34N4OsS dissolvida
no meio, comparando as dreas das bandas cromatogréficas obtidas com a solucdo de

glimepirida SQR na concentracdo de 4 ug mL", preparada da seguinte forma:

Solugdo padrdo para ensaio de dissolu¢do: pesar exatamente 10,0 mg de glimepirida SQR
e transferir para baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar cerca de 40 mL de metanol e levar
ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o

filtrado para a concentracdo final de 4 pg/mL utilizando Meio de dissolucdo como solvente.

Tolerdncia: ndo menos que 80% (Q) da quantidade declarada de C,4H34N4OsS se dissolvem

em 60 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias relacionadas.

Solugdo amostra: Proceder conforme descrito no método B. de Doseamento.
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Procedimento: injetar 20 pL da Solugdo amostra, registrar os cromatogramas, medir a drea
da banda de glimepirida e medir as dreas individuais de todas as outras bandas obtidos a
partir da Solucdo amostra. Calcular a quantidade de qualquer impureza desconhecida a

partir da férmula:

100 X (Ai/As)

em que: Ai € a drea individual obtida de cada banda e As é somas das dreas de todas as

bandas.

O limite € de 0,5% para cada impureza e de 3,5% para o total de impurezas.

DOSEAMENTO

A. Por Espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta (5.2.14). Pesar e pulverizar 20
comprimidos. A partir do peso médio, pesar a quantidade de pé equivalente a 4 mg de
glimepirida e transferir para baldao volumétrico de 50 mL. Adicionar cerca de 40 mL de
hidréxido de sédio a 5 mmol L e levar ao ultrassom por 30 minutos. Completar o volume
com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a concentragdo final de 10 ug mL™
utilizando hidréxido de sédio a 5 mmol L™ como solvente. Preparar solugdo padrdo, na
mesma concentragdo, utilizando o mesmo solvente. Efetuar a varredura espectral na faixa
de 200 a 300 nm. Obter o espectro de segunda derivada das curvas, utilizando delta lambda
(AN) de 8 nm. Medir os valores de amplitude a partir do espectro de segunda derivada em
unidades de distincia dos picos em relagdo a linha de base nos comprimentos de onda de

279,0; 257,5 e 256,3 nm para quantificagdo de comprimidos contendo 1 mg, 2 mg e 4 mg
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de glimepirida, respectivamente. Calcular a quantidade de C24H34N4O5S nos comprimidos,

a partir das respostas obtidas.

B. Por cromatografia liquida de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatégrafo provido
de detector ultravioleta a 228 nm, coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5

um), mantida a temperatura ambiente; vazao de fase mével de 1,0 mL/minuto.

Fase movel: dissolver 0,94 g de fosfato de sédio monobdsico monoidratado
(NaH,PO4.H,0) em 340 mL de dgua. Ajustar o pH em 6,5 com solucdo de hidréxido de

sédio 1 mol L. Adicionar 660 mL de metanol e homogeneizar.

Solugcdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos. A partir do peso médio, pesar a
quantidade de p6 equivalente a 4 mg de glimepirida e transferir para balao volumétrico de
50 mL. Adicionar cerca de 40 mL de metanol e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a concentracio

final de 10 pg/mL utilizando fase mével como solvente.

Solugdo padrdo: pesar exatamente 12,5 mg de glimepirida SQR e transferir para baldo
volumétrico de 250 mL. Adicionar cerca de 200 mL de metanol e levar ao ultrassom por 5
minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a

concentracdo final de 10 pg/mL utilizando fase mével como solvente.

Injetar replicatas de 20 pL da Solugcdo padrdo. O desvio padrdo relativo das dreas de

replicatas das bandas cromatogréficas registradas ndo deve ser maior que 2%.
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Procedimento: injetar, separadamente, 20 puL das Solugdes padrdo e amostra, registrar os
cromatogramas e medir as areas sob as bandas cromatogrdficas. Calcular o teor de
C24H34N4OsS na amostra a partir das respostas obtidas para a Solucdo padrdo e Solugdo

amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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