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RESUMO

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) se baseia nas propriedades de
solubilidade e permeabilidade de farmacos veiculados em formas farmacéuticas sélidas
de liberacdo imediata (FFSOLI). O conhecimento destas caracteristicas permite uma
previsdo da extensdo e velocidade de absorcdo do farmaco; assim, este sistema tem sido
utilizado como ferramenta para fundamentar a possibilidade de substituicdo de estudos in
vivo por estudos in vitro, no registro de novos medicamentos, 0 que caracteriza a
bioisencdo. Este trabalho teve como objetivo contribuir para a definigdo da classificacao
biofarmacéutica do diuretico cloridrato de amilorida, a fim de subsidiar uma deciséo sobre
a possibilidade ou ndo de bioisentar novos produtos contendo o referido farmaco. Para
tal, foi realizado o estudo da solubilidade em equilibrio empregando-se 0 método de
agitacdo orbital em frasco e também foi identificado na literatura dados de permeabilidade
que possibilitaram classificar o farmaco pelo SCB. Foi realizado ainda um estudo de
dissolucdo, empregando 900mL de meio, aparato pa e com 50 rpm, de trés produtos do
mercado brasileiro contendo o cloridrato de amilorida sob a FFSOLI. Inicialmente foram
desenvolvidos e validados métodos analiticos por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificagdo do cloridrato de amilorida, nos meios fluido
gastrico simulado sem enzimas (FGSSE - pH 1,2), tampao acetato (TA pH - 4,5) e suco
entérico simulado sem enzimas (SESSE - pH 6,8) utilizados nos estudos de solubilidade
e dissolucdo. Os métodos apresentaram-se seletivos, lineares, precisos e exatos nas faixas
de trabalho utilizadas em cada meio tamponado. O valor da solubilidade do cloridrato de
amilorida encontrado nos meios FGSSE, TA e SESSE foram de 590,11 pug/mL, 3072,44
png/mL e 168,66 pg/mL, respectivamente. A razdo Dose/Solubilidade do cloridrato de
amilorida foi de 8,5 mL no FGSSE, 1,6 mL no TA e 29,6 mL no SESSE. Todos 0s
resultados foram inferiores a 250 mL confirmando, em condi¢Oes adequadas, que o
cloridrato de amilorida € um farmaco de alta solubilidade. Estudos in vivo disponiveis na
literatura afirmam que o cloridrato de amilorida é um farmaco de alta permeabilidade com
Peff jejunal de  1,6x10* cm/s. O estudo de dissolugdo mostrou que no meio FGSSE os
medicamentos genérico e similar obtiveram dissolucdo rapida; no meio TA 0s trés
produtos apresentaram dissolucédo rapida e no meio SESSE, somente o similar apresentou
dissolucdo rapida. Neste contexto, considerando que todas as agéncias regulatorias
aceitam a bioisencdo de farmacos classe I, com comprovada seguranca, amplo intervalo
terapéutico e farmacocinética linear, contidos em formas farmacéuticas sélidas que
tenham dissolug&o répida (85% em 30 minutos) pode-se inferir que novos medicamentos
contendo o cloridrato de amilorida poderdo ser bioisentos se cumprirem esta condicéo de
dissolugéo.

Palavras chave: Bioisencdo; Cloridrato de amilorida; Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia; Meétodo de agitacdo orbital em frasco; Sistema de Classificagdo
Briofarmacéutica; Solubilidade.



ABSTRACT

The Biopharmaceutics Classification System (BCS) is based on the solubility and
permeability properties of drugs delivered on immediate release solid dosage forms.
Knowledge of these characteristics allows a prediction of the extent and rate of drug
absorption. Thus, this system has been used as a tool to support the substitution possibility
of in vivo by in vitro studies, without new drugs registration , which characterizes the
biowaiver. This work aimed to contribute to biopharmaceutics classification definition of
the diuretic amiloride hydrochloride, in order to subsidize a decision on whether or not to
biowaiver new products containing the drug. For this, the study ofan equilibrium
solubility study was carried out using shake-flask method in bottle. In the literature was
identified permeability data that made it possible to classify the drug by BCS. A drug
dissolution study from tablets was performed too, using 900mL of medium, the paddle
apparatus (50 rpm). Initially, the high performance liquid chromatography (HPLC)
analytical methods were developed and validated for the quantification of amiloride
hydrochloride in in Simulated Gastric Fluid (SGF) without enzymes (pH 1.2), acetate
buffers (AB) (pH 4.5) and Simulated Intestinal Fluid (SIF) without enzymes (pH 6.8) to
use in the solubility and dissolution studies. The methods were selective, linear, precise
and exact in the working ranges used in each buffered medium. The solubility of
amiloride hydrochloride found in the SGF, AB and SIF media was 590,11 pg/mL,
3072,44 pg/mL and 168,66 pug/mL, respectively. The dose / solubility ratio of amiloride
hydrochloride was 8.5 mL in SGF, 1.6 mL in TA and 29.6 mL in SIF. All results were
less than 250 mL confirming, under appropriate conditions, that amiloride hydrochloride
is a high solubility drug. Additionally, in vivo studies available in the literature shows
that amiloride hydrochloride is a high permeability drug with jejunal Peff of 1.6x10*
cm/s. On the other hand, the dissolution results showed that in the SGF medium the
generic and similar drugs obtained fast dissolution; In the middle TA the three products
presented fast dissolution and in the SIF medium, only the similar presented fast
dissolution. In this context, and considering that all regulatory agencies accept the
biowaiver of class | drugs with proven safety, broad therapeutic range and linear
pharmacokinetics contained in solid dosage forms, and that have fast dissolution (85% in
30 minutes); it can be inferred that new dosage forms containing amiloride hydrochloride
may be biowaiver if they comply with this dissolution condition.

Keywords: Biowaiver; Amiloride hydrochloride; High efficiency liquid
chromatography; Shake-flask method; Biopharmaceutics Classification System;
Solubility.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a Politica Nacional de medicamentos genéricos foi implantada em 1998
com o intuito de estimular a concorréncia comercial, melhorar a qualidade dos
medicamentos e facilitar o acesso da populagdo ao tratamento medicamentoso.
Atualmente os medicamentos genéricos e similares sdo intercambiaveis ao medicamento
de referéncia, uma vez que foram aprovados nos testes de bioequivaléncia (BRASIL,
1998, BRASIL, 2014b).

O estudo de bioequivaléncia consiste em um ensaio clinico onde sdo comparadas
as biodisponibilidades de um candidato a genérico com um medicamento de referéncia,
que implica em importantes aspectos econdmicos e éticos, e por isso, tém-se investido no
estudo e obtencédo de dados que possibilitem subsidiar a substituicdo desses testes in vivo

por testes in vitro, o que caracteriza a bioisencéo.

Dentre os critérios utilizados para bioisentar novos produtos, estd o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) que foi proposto por Amidon e colaboradores em
1995 e divide os farmacos em quatro diferentes classes de acordo com suas caracteristicas
de solubilidade e permeabilidade. As propriedades de solubilidade e permeabilidade
quando combinadas as propriedades de dissolucdo do medicamento sdo importantes para
inferir sobre a biodisponibilidade de formas farmacéuticas sélidas orais de liberagdo
imediata (FFSOLI) (AMIDON, et al., 1995).

Agéncias reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA), European
Medicines Agency (EMA), Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria (Anvisa), vem utilizando o SCB como critério que pode viabilizar
a bioisencdo, ou seja, a possibilidade de substitui¢cdo dos estudos de bioequivaléncia in
vivo por teste in vitro, para o registro de novos medicamentos (BRASIL, 2011a; EMA,
2010; FDA, 2015; WHO, 2015).

A Federacdo Internacional Farmacéutica (FIP) por meio do grupo com foco sobre
o SCB e bioisencdo, selecionou farmacos baseados na “Lista de Medicamentos
Essenciais” da OMS que necessitam de uma completa revisdo de suas caracteristicas
biofarmacéuticas, visando a elaboracédo e a publicacdo de monografias individuais a fim
de fornecer uma plataforma mundial para a discussdo cientifica sobre as limitacfes da
bioisencdo (WHO, 2006; FIP, 2016). Dentre os medicamentos selecionados, encontra-se

o cloridrato de amilorida, um farmaco diurético poupador de potassio.
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Ao ser avaliada a literatura cientifica no que se refere aos estudos de solubilidade
e permeabilidade do cloridrato de amilorida, nota-se que existem divergéncias sobre sua
real classificagdo segundo o SCB. O farmaco foi alocado na classe 111 (alta solubilidade
e baixa permeabilidade) por Kassim e colaboradores, 2003; e na classe | (alta solubilidade
e alta permeabilidade) por Lindenberg e colaboradores, 2004. Adicionalmente, deve ser
ressaltado que as informacdes encontradas relativas a solubilidade nao foram obtidas em
condicdes adequadas para sua classificacdo segundo o SCB, ou seja, 0s experimentos ndo
foram realizados a 37°C e numa faixa de pH de 1 a 6,8 (BRASIL, 2011a; FDA, 2015).
Isto demonstra que estes dados sé&o insuficientes para uma classificagdo conclusiva pelo
SCB. Assim, neste trabalho propde-se a contribuir com resultados que possam viabilizar

esta definicdo.
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2. REVISAO
2.1 A intercambialidade de medicamentos no Brasil

A implementacédo da Politica Nacional de Medicamentos de um modo geral e a
insercdo dos genéricos iniciou-se em 1998 com o intuito de garantir seguranca, eficacia e
qualidade dos medicamentos, possibilitando a promocao do uso racional e a ampliagédo
do acesso da populacdo (BRASIL, 1998). Adicionalmente, definiu as funcgdes e
finalidades da Assisténcia Farmacéutica dentro do Sistema Unico de Salde como um
grupo de atividades relacionadas ao medicamento, atribuido a apoiar as a¢fes de satde
(OLIVEIRA et al., 2010).

De acordo com a Lei n°® 9.787/1999, um medicamento de referéncia é aquele
produto inovador registrado no 6rgao federal do pais, cuja eficécia, seguranca e qualidade
foram comprovadas por este 6rgao, por ocasido do registro. J& 0 medicamento genérico é
aquele semelhante ao produto de referéncia, que pretende ser com este intercambiavel e
produzido apos a expiracdo ou rendncia de sua patente. Para comprovacao de sua eficacia,
seguranca e qualidade deve cumprir os requisitos dos estudos de bioequivaléncia
(BRASIL, 1999).

No Brasil existem ainda os medicamentos que sdo denominados “similares” que
conttm o mesmo principio ativo, na mesma dose, forma farmacéutica, via de
administracdo, posologia e indicacao terapéutica do medicamento de referéncia registrado
no 6rgdo federal competente, podendo diferir apenas em caracteristicas relativas ao
tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e
veiculos (BRASIL, 1999). O registro desses medicamentos segue duas resolugdes da
Diretoria Colegiada da Anvisa de 2003 (RDC N°133 e RDC N°134) que tornaram
obrigatdria a realizacdo de testes de biodisponibilidade relativa, para os medicamentos
similares, que s&o tecnicamente idénticos aos testes de bioequivaléncia exigidos para 0s
candidatos a medicamentos genéricos (BRASIL, 2003a; BRASIL, 2003b). Assim, 0s
medicamentos similares que passarem no teste de biodisponibilidade relativa também

poderdo ser considerados bioequivalentes ao medicamento de referéncia.

Em outubro de 2014, foi promulgada a RDC N°58 que dispde sobre as medidas a
serem adotadas junto a Anvisa para oficializacdo da possibilidade de intercambialidade
entre 0s medicamentos similares com seus respectivos medicamentos de referéncia. A

informagdo da intercambialidade deve estar contida na bula do medicamento similar.
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Nesta resolucéo ficou determinada a obrigatoriedade de publicacédo no sitio eletrénico da
Anvisa da relacdo dos medicamentos similares que passaram a ser intercambidveis com
seus respectivos medicamentos de referéncia. Atualmente, esta lista encontra-se
disponivel, sendo atualizada a medida que novos medicamentos similares sdo aprovados
Ou passam por renovacdo do registro. Assim, é considerado intercambiavel o
medicamento similar cujos estudos de equivaléncia farmacéutica, biodisponibilidade
relativa ou bioisencdo forem apresentados, analisados e aprovados pela Anvisa (BRASIL,
2014b).

Equivalentes farmacéuticos s&o medicamentos que possuem a mesma forma
farmacéutica, mesma via de administracdo e mesma quantidade do mesmo sal ou éster da
molécula terapéutica, podendo ou ndo conter excipientes idénticos e que podem ser
avaliados por testes in vitro (BRASIL, 2010a; STORPIRTIS et al., 2004). Devem cumprir
0S mesmos requisitos da monografia individual da Farmacopeia Brasileira, dos
compéndios oficiais, normas ou regulamentos aprovados ou referendados pela Anvisa ou,

na auséncia desses, com outros padrdes de qualidade e desempenho (BRASIL, 2010a).

Nos estudos de equivaléncia farmacéutica, o0 medicamento similar, genérico e o
de referéncia, devem cumprir os requisitos preconizados na legislacdo e nos compéndios
oficiais pertinentes, complementados com 0s ensaios descritos nos métodos gerais da
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010a).

E importante destacar que diferencas em relagéo as caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas do farmaco e demais componentes da formulacéo e dos processos de fabricacéo,
podem acarretar em diferencas na biodisponibilidade, que no caso do genérico e similar,
podem comprometer a bioequivaléncia/biodisponibilidade relativa e, consequentemente,
a intercambialidade entre eles e seus respectivos medicamentos de referéncia. Esse fato
pode ser evitado quando se realiza o desenvolvimento farmacotécnico adequado do
produto (STORPIRTIS et al., 2004).

O estudo de bioequivaléncia compreende trés etapas (clinica, analitica e
estatistica) seguidas de elaboracdo de um relatdrio técnico. A etapa clinica consiste na
selecdo de individuos sadios, administragdo do medicamento em estudo e coleta das
amostras bioldgicas, de forma padronizada. Na etapa analitica, o farmaco ou metabolito
é quantificado nas amostras biolégicas empregando um método para sua quantificacao,

devidamente validado conforme o Guia para validacdo de métodos analiticos e
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bioanaliticos e sdo determinados os parametros farmacocinéticos obtidos por meio da
curva de concentracdo plasmatica versus tempo. Os resultados dos parametros
farmacocinéticos correspondentes a concentracdo plasmatica maxima e area sob a curva
de concentracdo plasmatica versus o tempo obtidos na etapa analitica sdo avaliados na
etapa estatistica. Os resultados do intervalo de confianca de 90% (IC 90%) devem estar
compreendidos entre 80 e 125% para que os produtos sejam considerados bioequivalentes
(BRASIL, 2006).

O teste de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia, deve ser realizado de
acordo com as Boas Préticas de Clinica (BPC) e de Laboratério (BPL), empregando
individuos sadios para garantir que dois medicamentos que comprovaram a equivaléncia
farmacéutica, confirmem também semelhanca entre a velocidade e extensao da absorcao,
biodisponibilidade equiparaveis, tornando-se assim, intercambiaveis (STORPIRTIS et
al., 2004).

2.2 Solubilidade e permeabilidade de farmacos como critérios para bioisencéo

Em 1995, Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB) que classifica os farmacos em quatro classes diferentes de acordo
com sua solubilidade e permeabilidade a partir da forma farmacéutica. Considerando
essas caracteristicas, os farmacos foram alocados em quatro classes, conforme

apresentado abaixo:

e Classe I: Farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade. Esses
farmacos possuem o esvaziamento gastrico como passo limitante da
velocidade de absorcdo, desde que a sua dissolucdo a partir da sua forma

farmacéutica seja rapida.

e Classe Il: Farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade. Devido
as suas caracteristicas, apresentam como passo limitante da sua velocidade

de absorcdo, a dissolu¢éo.

e Classe Ill: Farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade. O passo
que limita a velocidade de absorcéo desses farmacos € a permeabilidade.

e Classe IV: Farmacos de baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Esses

farmacos apresentam problemas para a sua efetiva liberacdo oral.
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Em se tratando de bioequivaléncia, pressupde-se que farmacos altamente sollveis
e permedveis que possuem répida dissolugdo (Classe 1), dardo origem a medicamentos
bioequivalentes. E, a menos que ocorram grandes alteragdes na formulacdo, os dados de
dissolucdo podem ser utilizados para substituir os dados farmacocinéticos a fim de
demonstrar esta bioequivaléncia, ou seja, estes farmacos podem ser bioisentos. Dessa
forma, o SCB pode permitir aos fabricantes uma reducdo dos custos para registro e
aprovacdo ou alteracdo do tamanho de lote em certos medicamentos orais sem

comprometer os interesses de seguranca publica (ROHILLA et al., 2011).

Um farmaco é considerdvel altamente soldvel, se a sua maior dose administrada
por via oral na forma farmacéutica solida de liberacdo imediata se solubiliza
completamente em até 250 mL de solugdo tampédo dentro da faixa de pH fisiologico (1,2
a 6,8) natemperatura de 37 £ 1°C (BRASIL, 2011a). O calculo da solubilidade é realizado
utilizando a razdo Dose/Solubilidade demonstrada na Equacao 1. A solubilidade deve ser
comprovada experimentalmente por meio do método de agitacdo orbital em frasco
(shake-flask) (EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015).

Equacao 1: Equacdo para o calculo da solubilidade segundo o SCB.

D I.'.

/s =
Solubilidade

Dose (mg)
{ I]lg \ll
L] nlL 1]

Para um farmaco ser considerado de alta permeabilidade, a sua fracdo de absorcao
deve ser maior ou igual a 85% de acordo com a European Medicines Agency (EMA),
Organizacdao Mundial de Saiude (OMS), Anvisa e Food and Drug Administration (FDA)
(EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015).

A permeabilidade pode ser avaliada empregando modelos computacionais in
silico, experimentos in vivo e in vitro. Os estudos in vitro sdo os mais realizados e utilizam
membranas obtidas de células de adenocarcinoma de Cdélon humano (Caco-2) ou
membranas lipidicas artificiais, pelo método denominado PAMPA (Parallel Artificial
Membrane Permeation Assay) (SCHINEIDER, 2011). Porém, os estudos in vivo de
avaliacdo da permeabilidade em segmentos do intestino humanos séo os reconhecidos ou
aceitos para classificar um farmaco quanto a sua permeabilidade, apesar de possuirem
limitagdes metodologicas (BONAMICI, 2009).
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A primeira agéncia a considerar a possibilidade de permitir a utilizacdo de dados
de dissolucdo in vitro ao invés de estudos in vivo para demonstrar a bioequivaléncia para
farmacos veiculados em forma farmacéutica oral de liberagdo imediata da classe | do SCB
foi o FDA no ano de 2000. Posteriormente, a OMS (2001) e a EMA (2001) seguiram a
recomendacdo do FDA a fim de tornar os produtos bioequivalentes/intercambiaveis mais

acessiveis a populacdo (ARIETA et al., 2015).

A bioisencdo pode ser caracterizada como a nao exigéncia de um estudo de
bioequivaléncia / biodisponibilidade relativa in vivo para o registro de um medicamento
pelo 6rgdo federal competente, quando o ensaio in vitro adequado puder substituir o
estudo in vivo. Ainda existem divergéncias entre as agéncias regulatorias no que diz
respeito aos critérios para a biosencdo. (CRISTOFOLETTI et al., 2013).

Atualmente, a EMA e o FDA preconizam a possibilidade de bioisengdo de
farmacos das classes 1 e 1l (EMA, 2010; FDA, 2015). A OMS, por sua vez, até 2015,
preconizava a biosencdo pelo SCB de farmacos das classes I, Il e 11l (WHO, 2006).
Porém, em 2015 retirou os farmacos da classe 11 como possiveis candidatos a bioisencéo,
uma vez que foi demonstrado que a metodologia de dissolu¢do néo é capaz de demonstrar
diferencas in vivo na velocidade de liberacdo desses farmacos (ARIETA et al., 2015;
WHO, 2015).

No Brasil, a Anvisa publicou por meio da Resolu¢do N° 37 de agosto de 2011, o
guia para isencdo e substituicdo de estudos de bioequivaléncia para os farmacos
classificados como classe | de acordo com o SCB (BRASIL, 2011a), bem como a
Instrucdo Normativa N° 04, onde constavam doze farmacos candidatos a bioisengdo
(BRASIL, 2011b). No ano de 2013 esta Instrugdo Normativa foi atualizada com o
acréscimo de dois farmacos a lista de 2011 (BRASIL, 2013a), e em 2014, a Anvisa
divulgou a Instrucdo Normativa N° 07 que acrescentou mais seis farmacos a lista
(BRASIL, 2014a). Em 2016 foi divulgada a Instrugdo Normativa N° 10 com um total de
21 farmacos candidatos a bioisencdo (BRASIL, 2016). Assim, atualmente a EMA, FDA
e OMS consideram os farmacos da classe | e 111 como possiveis candidatos a bioisengdo
pelo SCB; porém a Anvisa ainda recomenda apenas os farmacos classe | como possiveis

candidatos a bioisencao.

A Federacdo Internacional Farmacéutica (FIP), por meio de seu grupo especial

com foco em bioisengdo e o SCB, vem realizando junto & OMS e FDA, estudos com o0
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objetivo de fornecer uma plataforma, mundial e independente, para a discusséo cientifica
entre universidades, industria e os 6rgdos regulatorios sobre a possibilidade e limitacfes
da bioisencdo de estudos in vivo de bioequivaléncia. Em seu site a FIP relata a necessidade
da coleta de informacdes publicamente disponiveis sobre varios medicamentos essenciais
da lista da OMS, visando orientar a discusséo e a decisdo sobre a possibilidade ou néo de

bioisencdo dos mesmos, baseada no SCB (FIP, 2016).

Um dos farmacos selecionados pela FIP como sendo necessaria uma completa
revisao de suas caracteristicas biofarmacéuticas visando uma possivel bioisencdo é o
cloridrato de amilorida, farmaco diurético poupador de potéssio com, relativamente, fraca
atividade natriurética, utilizado para o tratamento da hipertensdo arterial sistémica
(THAKRAL, et al, 2008).

2.3 Dissolucdo de farmacos

A liberacdo do farmaco da sua forma farmacéutica sélida pode abranger trés
etapas: a desintegracao, a desagregacéo e a dissolucdo (SERRA; STORPIRTIS, 2007). A
dissolugdo pode ser definida como o processo na qual o farmaco é liberado de sua forma
farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo (CHORILLI, et al.,
2010).

A velocidade pela qual o processo de dissolugdo ocorre determinara a liberacdo
do farmaco e a sua absorc¢do, por esse motivo, os estudos de dissolucdo in vitro séo
fundamentais para assegurar a qualidade das formulacGes na forma sélida, bem como para
permitir a sua otimizagdo no momento de seu desenvolvimento (MANADAS et al., 2002;
SERRA,; STORPIRTIS, 2007; SOUZA, et al., 2007; CHORILLI, et al., 2010).

Para avaliar a fracdo do farmaco dissolvido em funcdo do tempo, sdo tracados
graficos ou perfis de dissolugdo, que sdo obtidos a partir da porcentagem dissolvida do
farmaco em diferentes tempos de coleta e por isso, permitem uma analise mais conclusiva
do processo de liberacdo do farmaco (SERRA; STORPIRTIS, 2007; SOUZA, et al., 2007;
CHORILLI, et al, 2010).

No contexto das bioisencOes os testes de dissolugdo sao complementares aos
estudos de solubilidade e permeabilidade. Estes trés fatores corroboram para avaliagdo da
possibilidade de registrar um novo medicamento por testes in vitro, pois esses modulam

a velocidade e a extensdo da absorcdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas
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solidas de liberacdo imediata (AMIDON, et al., 1995). Para ser bioisento, um farmaco da
classe | deve apresentar dissolugéo répida (85% em 30 minutos); ja os farmacos da classe
Il a dissolugdo deve ser muito rapida (85% em 15 minutos) (BRASIL, 2011a; EMA,
2010; FDA, 2015; WHO, 2015).

2.4 Método de agitacao orbital em frasco (“Shake-flask”)

O procedimento para a realizacdo de estudos de solubilidade de farmacos pelo
método de agitacdo orbital em frasco consiste em adicionar um excesso de fa&rmaco em
no minimo trés meios tamponados com diferentes valores de pH, em recipiente fechado,
com temperatura e agitacdo controlada. Uma solucdo saturada é formada, e coletas
sucessivas de amostras, em tempos pré-determinados, sdo realizadas de forma que se
observe a formacao do equilibrio. Apos atingir o equilibrio, a concentracdo do composto
é quantificada (GLOMME; MARZ; DRESSMAN, 2005; BRASIL, 2011a; MONTEIRO,
2014; CONSULTA PUBLICA n° 139).

O método da agitacao orbital em frasco (shake-flask) € preconizado pelas agéncias
regulatérias como o método de escolha para a realizacdo dos experimentos de
solubilidade para bioisencdo (BRASIL, 2011, EMA 2010, FDA 2015, WHO, 2015). No
entanto, ainda ndo ha uma maneira padréo aceita para a realizacdo destes estudos por este
método. Estudos de solubilidade publicados mostram grandes diferencas nas condi¢des
experimentais utilizadas, como a agitacdo e os tempos de sedimentacdo (BAKA et, al.,
2008). Em 2013, a Anvisa publicou a nota técnica N° 03 que determina que os estudos de
solubilidade devem ser realizados no modelo shake-flask a 37°C + 1°C em pH fisiologico
(1,2 a 6,8) e com excesso de farmaco até obtencdo de uma solu¢do saturada (BRASIL,
2013b).

Nosso grupo de pesquisa realizou um projeto junto a Anvisa sobre a possibilidade
de padronizacdo deste método de determinacdo da solubilidade em equilibrio (shake-
flask). Neste trabalho foram avaliados um farmaco de alta solubilidade, a nimesulida e
um de baixa solubilidade, o propranolol. Como resultados foram obtidos, para ambos 0s
farmacos, que a temperatura utilizada durante o teste deve ser rigorosamente controlada,
pois este parametro afeta a solubilidade. A velocidade de agitacdo utilizada (100 rpm)
promoveu rapida obtencéo do equilibrio entre as fases, e para o propranolol (farmaco de
baixa solubilidade) a quantidade do excesso de matéria prima demonstrou ser um
parametro critico (MONTEIRO, 2014).
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2.5 Desenvolvimento e validacdo de método cromatografico para quantificagdo de

farmacos

Os métodos analiticos sdo utilizados para a quantificacdo de farmacos sob a forma
de matéria-prima ou em preparacdes farmacéuticas. Esta quantificacdo é uma exigéncia
do Ministério da Saude e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (BRASIL, 2010a)
para que os medicamentos sejam comercializados. Para se desenvolver um método
analitico sdo necessarias diversas etapas incluindo o levantamento bibliografico, a selecdo

da técnica, o desenvolvimento e a validacdo da metodologia (RIBANI, et al., 2004).

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica analitica de
separacdo, identificacdo e quantificacdo que possui a capacidade de realizar analises
qualitativas e quantitativas em amostras farmacéuticas, ambientais, bioldgicas e de
alimentos (RIBANI, et al., 2004).

O processo de avaliagdo que atesta a eficiéncia em uso rotineiro de um novo
método analitico ou a adaptacdo ou até mesmo a aplicacdo de um método j& conhecido é
denominado validacio (ARAGAO, et al., 2009). O seu objetivo é demonstrar que o
método € adequado para a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa

de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003c).

Os parametros analiticos a serem avaliados devem se basear na finalidade do uso
do método. De acordo com a Anvisa, 0s parametros necessarios para a validacdo de um
método analitico de quantificacdo consistem em linearidade, seletividade, exatiddo,

precisdo, limite de detec¢éo e quantificacdo e robustez (BRASIL,2003c).

A linearidade é a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia de interesse, dentro de um intervalo
especifico (BRASIL, 2003c; RIBANI, et al., 2004).

A seletividade é a capacidade que o método possui de quantificar um composto
na presenca de outros componentes tais como impurezas, excipientes, e produtos de
degradacdo (BRASIL, 2003c; RIBANI, et al., 2004). A seletividade assegura que 0 pico
resposta, em uma analise cromatogréafica, seja exclusivamente do composto de interesse
(RIBANI, et al., 2004).

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais

encontrados e um valor de referéncia (RIBANI, et al., 2004).
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A precisdo pode ser dada como a aproximacgdo dos resultados entre ensaios
independentes e repetidos de uma mesma amostra, com resultados ou respostas analiticas
de amostras semelhantes ou padrdes, sob condicGes definidas (RIBANI, et al., 2004).

O limite de deteccdo representa a menor quantidade do analito presente na amostra
que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado, sob as condicOes
experimentais estabelecidas. Ja o limite de quantificacao, representa a menor quantidade
do analito que pode ser quantificada sob as condi¢cBes experimentais estabelecidas
(BRASIL, 2003c; RIBANI, et al., 2004).

A robustez de um meétodo mede a sensibilidade que este apresenta frente a
pequenas variacdes. Um método é robusto quando ele ndo é afetado por pequenas

modifica¢Oes em seus parametros (RIBANI, et al., 2004).
2.6 Cloridrato de amilorida

O cloridrato de amilorida tem como principal local de a¢do o néfron, atuando
sobre os tubulos coletores e ductos coletores, inibindo a reabsor¢édo de sodio, por bloqueio
dos canais de sodio luminais e diminuicdo da eliminacdo de potassio. Seu mecanismo de
acdo é independente da aldosterona ou anidrase carbdnica (JACKSON, 2003;
THAKRAL, 2008; MYUNG et al., 2008). Este farmaco induz leve natriurese e, por isso,
raramente é utilizado como Unico farmaco no tratamento do edema ou da hipertenséo,
sendo normalmente indicado e prescrito em combinacdo com outros diuréticos
(JACKSON, 2003).

O cloridrato de amilorida € uma base organica moderadamente forte, apresentando
um pKa de aproximadamente 8,7 a 25°C. A sua solubilidade em agua é limitada e
aumenta com a diminuicdo do pH. A sua absorcdo pode ser reduzida quando ocorre

administracdo concomitante com alimentos (THAKRAL, 2008).

Figura 1. Estrutura quimica do Cloridrato de Amilorida.
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O pico de niveis plasmaticos do cloridrato de amilorida ocorre 6 horas apos a sua

administragdo oral. A sua meia vida de eliminag&o varia em torno de 21 horas e 0 seu
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intervalo terapéutico é de 0,5-25 ng/mL (JACKSON, 2003; MYUNG et al., 2008; RANG,
2012).

Lennernas e colaboradores em 2002, avaliaram a permeabilidade do cloridrato de
amilorida no modelo de perfusdo intestinal humana e afirmaram que este farmaco
apresenta uma completa absorgéo intestinal (>90%) com um valor da permeabilidade
efetiva (Peff) de cerca de 1,6x10* cm/s. Este valor foi comparado ao resultado de Pes do
metoprolol (1,3x10* c¢m / s), que é considerado um farmaco com absor¢do intestinal
completa (LENNERNAS, 1997), classificando o cloridrato de amilorida como farmaco
de alta permeabilidade segundo o SCB. Por outro lado, um modelo in silico, que considera
a difuséo passiva como o principal mecanismo de absorgdo prevé um baixo valor de Pes
intestinal para o cloridrato de amilorida. Uma possivel explicacdo para a elevada absorcao
in vivo da amilorida, pode estar envolvida em um mecanismo de transporte mediado por
transportadores que ainda néo foi identificado (LENNERNAS et al., 2002).

Bergstrom e colaboradores em 2003, afirmaram que o valor da permeabilidade in
vitro no modelo empregando células Caco-2 para o cloridrato de amilorida é de 0,32 +
0,04 x 10° cm/s indicando que o farmaco apresenta permeabilidade intermediaria.

Reis e colaboradores em 2010, realizaram um estudo comparativo entre as
principais técnicas derivadas do método PAMPA e resultados experimentais obtidos a
partir de células Caco-2 para diferentes farmacos quanto a sua permeabilidade. Neste
estudo o cloridrato de amilorida é citado, porém nao foram obtidos dados de literatura do
estudo da permeabilidade pelo modelo de células Caco-2 ndo sendo assim possivel prever
uma classificacdo segundo o SCB. Adicionalmente, os mesmos autores afirmam existir
controvérsia entre diferentes pesquisadores (WOHNSLAND et al., 2001; LENNERNAS,
et al., 2002; ZHU et al., 2002; RUELL et al., 2003; SUGANO et al., 2003; CHEN et al.,
2007) acerca da sua fracdo absorvida e por essa razao, é dificil prever a permeabilidade

da amilorida.

Kassim e colaboradores em 2003, realizaram um estudo em que predisseram a
classificacdo biofarmacéutica, segundo o SCB, para os farmacos da lista de
medicamentos essenciais da OMS. Segundo esse estudo, o cloridrato de amilorida seria
um farmaco da classe 11, apresentando solubilidade em 4gua de 1 mg/mL, sendo chamado
de ligeiramente soltvel. Quanto a permeabilidade, dados obtidos in silico, considerados

neste estudo a descreveram como um farmaco de baixa permeabilidade. Foram
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comparados os valores de logP e CLogP, iguais a -0,73 e -0,55 respectivamente, aos
resultados do farmaco padrdo de alta permeabilidade, metoprolol: logP 1,71 e CLogP
1,35.

Adicionalmente, Lindenberg e colaboradores em 2004, realizaram a busca na
literatura por dados de solubilidade e permeabilidade dos farmacos pertencentes a Lista
de Medicamentos Essenciais da OMS, com o objetivo de também classifica-los segundo
0 SCB. Neste estudo, o autor apresenta o cloridrato de amilorida como um farmaco da
classe | (alta solubilidade e alta permeabilidade), com base nos trabalhos de Beermann,
1984; Budavari, et al., 1996; Lennernas, et al., 2002 e Sweetman, et al., 2002 et al., e
afirmam que os resultados analisados foram confiaveis. No entanto, deve ser destacado
que, neste mesmo trabalho de forma contraditoria, os autores afirmam que em nenhum
banco de dados, disponivel em dominio publico, existe estudo apresentando dados de
solubilidade para uma adequada classificagdo do cloridrato de amilorida pelo SCB
(LINDENBERG, et al., 2004).

Os dados de solubilidade que Lindenberg e colaboradores em 2004, encontraram
na literatura consistiam em estudos realizados a 25°C e muitas vezes com apenas um valor
de pH, o que ndo € uma condicdo recomendada pela FDA e demais agéncias regulatorias
para os estudos de solubilidade que visam uma classificacdo de farmacos pelo SCB.
Segundo as agéncias reguladoras mundiais estes estudos devem ser realizados a 37°C
numa faixa de pH de 1-6,8 (FDA, 2015). Isto demonstra que as informagdes encontradas

sdo insuficientes para uma segura classificacdo da solubilidade deste farmaco.

Neste contexto, é evidente que ainda ndo existem estudos conclusivos de
solubilidade, permeabilidade e dissolucdo que permitam classificar e decidir sobre a
bioisencdo do cloridrato de amilorida pelo SCB, uma vez que as informacdes encontradas

sdo divergentes, justificando a realizacdo do presente trabalho.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas biofarmacéuticas do cloridrato de amilorida, visando
obter informagdes necessarias para classificar o farmaco segundo o SCB e indicar ou ndo

de sua bioisencao.
3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo do cloridrato
de amilorida nos meios fluido gastrico simulado sem enzimas — FGSSE
(pH 1,2), tampéo acetato — TA (pH 4,5) e suco entérico simulado sem
enzimas — SESSE (pH 6,8).

e Realizar estudos de solubilidade em equilibrio do cloridrato de amilorida
nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).

e Buscar na literatura informacdes sobre a permeabilidade do cloridrato de

amilorida e discuti-las.

e Avaliar os adjuvantes utilizados nas formas farmacéuticas solida de
liberacdo imediata disponiveis no mercado brasileiro contendo o

cloridrato de amilorida (referéncia, genérico e similar).

e Avaliar o perfil de dissolucdo do cloridrato de amiloria a partir de
comprimidos disponiveis no mercado brasileiro nos meios FGSSE (pH
1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH6,8).

e Contribuir para a elucidacdo da classificagdo biofarmacéutica do
cloridrato de amilorida e, consequentemente, com a discussdo da

possibilidade ou nédo de sua bioisencao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Substancia quimica de referéncia e matérias primas

Cloridrato de amilorida substancia quimica de referéncia (SQR): USP Reference
Standard — Cat. N°. 1019701 LOT H1G197 — USP Rockville;

Cloridrato de amilorida matéria prima All Chemistry do Brasil Ltda, lote
ALL49807.

4.1.2 Equipamentos
Aparelho de ultrassom modelo USC-1400 - Unique;
Balanca analitica modelo AUX 220D, capacidade minima 1,0 mg - Shimadzu;

Balanca semi-analitica modelo AUX 220, capacidade minima 10,0 mg -
Shimadzu;

Bomba de vacuo modelo MA 057/12 - Marconi;

Cromatografo Alliance® Waters e2695, com forno, injecdo automaética, detector

UV/Visivel Waters 2489 e software Empower versdo 2;

Cromatografo Alliance® Waters €2695, com forno, injecdo automatica, detector

DAD Waters 2996, software Empower versao 2;
Espectrofotdmetro Duplo Feixe AJX — 6100PC - Micronal
Estufa de secagem e esterilizacdo modelo 315 SE - Fanem;
Equipamento de determinagéo de ponto de fusdo M-560 — Blichi;
Incubadora Shaker KS 4000i control — IKA
Infravermelho 600 Series FTIR Spectrometers and Microscopes — Agilent Cary
Sistema de purificacdo de gua modelo Direct — Q3 e Q8 — Millipore;

pHmetro — Hanna;
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4.1.3 Reagentes, solventes, consumiveis e vidrarias
Acetato de sodio triidratado grau analitico — Vetec, Brasil,
Acetonitrila grau cromatografico — JTBaker, México;
Acido acético glacial — Vetec, Brasil;
Acido cloridrico — Proquimios, Brasil;
Agua ultrapurificada em sistema Mili-Q;
Cloreto de sédio — Neon, Brasil;
Coluna HPLC Sun Fire C18 (3,5 um x 4,6 x 150 mm) — Waters;
Fosfato de potassio monobasico — Vetec, Brasil;
Hidrdxido de sodio — Vetec, Brasil;
Membrana de celulose, 0,22 um de poro — Milipore;
Metanol grau cromatografico — JTBaker;
Frascos vials de vidro ambar Waters de 2 mL com tampa;
Vidrarias comuns de laboratorio.
4.2 Metodos
4.2.1 Caracterizacédo cloridrato de amilorida matéria prima
4.2.1.1 Determinagédo do Ponto de Fuséo

As amostras da matéria prima do cloridrato de amilorida foram introduzidas em
capilar de vidro e, posteriormente, levadas ao equipamento de determinacéo de ponto de

fuséo.
4.2.1.2 Andlise espectroscopicas na regido do infravermelho

A fim de caracterizar a matéria prima do cloridrato de amilorida, foi realizada a
sua andlise por espectroscopia na regido do infravermelho utilizando o dispositivo de
reflectancia total atenuada (ATR). Foi realizada a leitura do cloridrato de amilorida SQR
para comparacao dos resultados. Os espectros foram obtidos no modo de transmissao, no

intervalo de 4000 -6000 cm™ e com resolucéo de 4 cm™.
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4.2.2 Desenvolvimento de método analitico para quantificagdo do cloridrato de
amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

Com o intuito de desenvolver um meétodo analitico para a quantificacdo do
cloridrato de amilorida nos meios tamponados pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8, partiu-se das
condigdes utilizadas no método cromatografico (CLAE-UV) proposto por Myung e
colaboradores em 2008, que utilizaram fase movel composta de 12% de acetonitrila e
0,4% de acido acético glacial ajustado com trietilamina em pH 4, coluna C18 (150mm X
4.6mm X, 5um), fluxo de 1,0 mL/min, temperatura de 30°C e deteccdo por ultravioleta

em 360 nm.

4.2.2.1 Espectro de varredura (200 a 400 nm) do cloridrato de amilorida visando

identificar o maximo de absorgao

Com o objetivo de determinar o maximo de absorcao do cloridrato de amilorida,
foram pesados exatamente 10 mg da SQR e transferidos para um baldo volumétrico de
100 mL, completando o volume com metanol. A concentragdo da solugéo obtida foi de
0,1 mg/mL. Dessa solucdo, uma aliquota de 1 mL foi retirada e transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL, completando o volume com metanol. A concentracao da solucéo
final foi de 0,01 mg/mL, que foi empregada na leitura de varredura de 200 a 400 nm em
espectrofotdbmetro Duplo Feixe AJX — 6100PC.

4.2.2.2 Determinacao das condicdes analiticas

As andlises foram realizadas no cromatdgrafo Alliance® Waters €2695, com
detector UV/Visivel. Para as analises foi utilizada Coluna C18 - Waters (150 mm x 4,6
mm x 3,5um), a temperatura foi mantida a 25°C pelo forno da coluna e o volume de

injecdo foi de 20 pL.

Foram avaliadas duas fases mdveis em diferentes proporcdes. No processo de
escolha da fase movel foram analisados o tempo de retencdo do farmaco, a simetria do
pico, o fator de cauda e a pressdo do sistema. As fases moveis testadas se encontram
descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Fases moveis avaliadas para a determinacdo das condicdes analiticas
do método para quantificacdo do cloridrato de amilorida.

Componentes da fase movel Proporcéao (v/v) Fluxo
Agua acidificada com 4% de acido 88:12 1,0 mL/min
acetico e pH=4 : Acetonitrila
(Condicao A)
Agua acidificada com 4% de acido 88:12 1,0 mL/min
acético e pH=4 : Metanol
(Condicéo B)
Agua acidificada com 4% de acido 94:6 1,0 mL/min
acético e pH=4 : Acetonitrila
(Condicéo C)
i 0,8 mL/min
A 0 L
Agua aIC|_d|f|cada_cor.n 4% de acido 76 - 24 1.2 mU/min
acetico e pH=4 : Metanol
(Condicao D) 1,4 mL/min
F¢ - - g 0 7 -
Agua acidificada com 4% de acido 90:10 1.0 mL/min

acético e pH=4 : Acetonitrila
(Condicao E)

4.2.2.3 Preparo das solucdes estoque (SE) do cloridrato de amilorida

Para o preparo da solugdo estoque do cloridrato de amilorida utilizada na

validag&o para o estudo de solubilidade, foram pesados exatamente 50 mg de cloridrato

de amilorida SQR, transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL e o volume

completado com metanol. A concentracdo final da solucédo foi de 2000 pg/mL.

Para o preparo da solugdo estoque do cloridrato de amilorida utilizada na

validacdo para o estudo do perfil de dissolucdo, foram pesados exatamente 5 mg de

cloridrato de amilorida SQR, transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL e o

volume foi completado com metanol. A concentragéo final da solugéo foi de 200 pg/mL.
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4.2.2.4 Preparo das solucdes diluidas

Para o preparo das solucgdes diluidas, aliquotas foram retiradas das solucdes
estoque, transferidas para recipientes volumétricos adequados e completados os
respectivos volumes das solugdes com os meios tamponados FGSSE (pH 1,2), TA (pH
4,5) e SESSE (pH 6,8). O modo de preparo das solu¢Ges tampdo se encontra no item
4.2.2.5.

4.2.2.5 Preparo das solugdes tamponadas utilizados na validacéo e nos estudos de
solubilidade e dissolugéo

As solucdes tamponadas foram preparadas de acordo com a Farmacopeia
Americana 372 Edicdo (UNITED STATES, 2014), e as correcdes de pH foram realizadas
com solucGes de HCI 1,0 mol/L e NaOH 1,0 mol/L.

Fluido géastrico simulado sem enzima — FGSSE (pH 1,2)

Foram dissolvidos 2,0 g de cloreto de sddio em 7,0 mL de &cido cloridrico e
transferidos para um baldo volumétrico de 1 L. O volume foi completado com &agua

ultrapurificada.

Tampd&o acetato — TA (pH 4,5)

Foram pesados 2,99 g de acetato de sodio triidratado e 14,0 mL de &cido acético
2,0 mol/L em um baldo volumétrico de 1 L. O volume foi completado com &gua

ultraputificada.

Suco entérico simulado sem enzimas — SESSE (pH 6,8)

Foram adicionados 250,0 mL de uma soluc¢éo de fosfato de potassio monobasico
0,2 mol/L e 112,0 mL de uma solucdo de hidréxido de sédio 0,2 mol/L em um baldo
volumétrico de 1 L. O volume foi completado com &gua ultrapurificada.

4.2.3 Validacdo do método analitico para quantificacdo do cloridrato de amilorida

no estudo de solubilidade

O método analitico para a quantificacdo do cloridrato de amilorida no estudo de
solubilidade em equilibrio, foi validado de acordo com a resolucdo N° 899 da Anvisa que

determina o “Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos” (BRASIL,
2003c).
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Os parametros avaliados foram: seletividade, linearidade, precisdo, exatid&o,
limites de deteccdo e quantificacdo e robustez. Os calculos matematicos e as analises
estatisticas foram realizados pelo programa Excel®.

4.2.3.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade, solucGes de cloridrato de amilorida na concentracéo
de 45 pg/mL foram preparadas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH
6.8) e expostas a calor seco de 90°C por 6 horas.

Foram avaliados os cromatogramas referentes as solugdes diluidas degradadas, no
tempo de retencdo do analito de interesse foi determinada a pureza do pico obtido com

auxilio do cromatdgrafo acoplado ao detector DAD.
4.2.3.2 Linearidade

Para avaliar a linearidade do método proposto, curvas analiticas com seis
concentracdes em cada meio foram construidas em triplicata. A partir da SE do cloridrato
de amilorida (2000 pg/mL), solucdes diluidas de cada meio tamponado FGSSE (pH 1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram preparadas e analisadas. Nas Tabelas 2, 3 e 4 sdo
apresentados dados necessarios ao preparo das curvas analiticas para cada meio.

Tabela 2: Preparo das solucdes diluidas no meio FGSSE (pH 1,2) utilizadas na
avaliacdo da linearidade para o estudo de solubilidade.

Aliguota da SE (mL) | Volume final da solugdo (mL) | Concentracao (pug/mL)

0,020 2,0 20,0
0,035 2,0 35,0
0,050 2,0 50,0
0,065 2,0 65,0
0,080 2,0 80,0

0,095 2,0 95,0
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Tabela 3: Preparo das solucdes diluidas no meio TA (pH 4,5) utilizadas na
avaliacdo da linearidade para o estudo de solubilidade.

Aliguota da SE (mL) | Volume final da solugéo (mL) | Concentracdo (ug/mL)
0,145 2,0 145,0
0,220 2,0 220,0
0,295 2,0 295,0
0,370 2,0 370,0
0,445 2,0 445,0
0,520 2,0 520,0

Tabela 4: Preparo das soluces diluidas no meio SESSE (pH 6,8) utilizadas na
avaliacdo da linearidade para o estudo de solubilidade.

Aliguota da SE (mL) | Volume final da solugdo (mL) | Concentracéo (pug/mL)
0,005 2,0 50
0,010 2,0 10,0
0,020 2,0 20,0
0,030 2,0 30,0
0,040 2,0 40,0
0,050 2,0 50,0

4.2.3.3 Precisao

A precisdao foi avaliada por repetibilidade (intradia) e através da precisdo
intermediaria (interdia) (BRASIL, 2003c). Ambas as determinacfes para 0S meios
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram realizadas em trés niveis de
concentracdo, em triplicata como é mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5: Concentragdes das solucdes diluidas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliagéo da preciséo para o estudo de

solubilidade.
Tampéo Nivel da concentracéo Concentracéao
(ng/mL)
Baixa 35,0
FGSSE (pH 1,2) Média 65,0
Alta 95,0
Baixa 220,0
TA (pH 4,5) Média 370,0
Alta 520,0
Baixa 10,0
SESSE (pH 6,8) Média 30,0
Alta 50,0

A precisao foi expressa como o desvio padrao relativo (DPR) e calculada segundo

a Equacdo 2 (BRASIL, 2003c).

Equacdo 2: Equacdo utilizada para o calculo da precisao.

DP
DPR = %100

CMD

Onde: DP é o desvio padrdo das trés determinacGes e CMD € a concentracao

média determinada.

4.2.3.4 Exatidao

A exatiddo neste trabalho, foi avaliada em trés niveis de concentracdo nos meios
FGSSE (pH1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), em triplicata. As concentragdes sao

mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6: Concentragdes das solucdes diluidas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliagéo da exatidao para o estudo de

solubilidade.
Tampéo Nivel da concentracéo Concentracao
(ng/mL)

Baixa 35,0

FGSSE (pH 1,2) Média 65,0
Alta 95,0

Baixa 220,0

TA (pH 4,5) Média 370,0
Alta 520,0

Baixa 10,0

SESSE (pH 6,8) Média 30,0
Alta 50,0

A exatiddo intradia e interdia foi determinada de acordo com a férmula

matematica expressa pela Equacdo 3 (BRASIL, 2003c).

Equacéo 3: Equacéo utilizada para o calculo da exatidao.

Concentracdo Média Experimental

Exatidio = - — » 100
Concentracdo Tedrica

4.2.3.5 Limites de detec¢do (LD) e quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados com base na média
das inclinacGes e no desvio padrdo do intercepto de trés curvas analiticas nos meios
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).

O célculo do limite de deteccéo e de quantificacdo foi realizado de acordo com as

Equacdes 4 e 5 respectivamente.
Equacéo 4: Equacéo utilizada para o calculo do limite de detecgéo.

Dpa
ID= — =3
ic *
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Equacdo 5: Equacao utilizada para o calculo do limite de quantificagéo.

Onde: Dpa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y e IC é a média das

inclinacdes da curva analitica.
4.2.3.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada pela variacdo do fluxo da fase movel, volume
de injecédo e temperatura do forno da coluna. A Tabela 7 mostra as variacdes que foram
realizadas para avaliar a robustez do método. As amostras preparadas para 0S meios
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) apresentaram concentracdo de 65
pg/mL, 370 pg/mL e 30 pg/mL respectivamente.

Tabela 7: Avaliacdo da robustez do método para a quantificagdo do cloridrato
de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).

Fator Nivel A Nominal Nivel B
Volume de inje¢do (uL) 19 20 21
Fluxo da fase mével (mL/min) 0,8 1,0 1,1
Temperatura da coluna (°C) 20 25 30

4.2.4 Validacdo do método analitico para quantificacdo do cloridrato de amilorida

no estudo do perfil de dissolucéo de produtos

Os medicamentos contendo o cloridrato de amilorida disponiveis no mercado
brasileiro sdo todos em associagdo com o hidroclorotiazida. Devido a este fato, para o
estudo do perfil de dissolucdo do cloridrato de amilorida a partir dos mesmos, foi
necessario avaliar novamente a seletividade do método, bem como validar um novo
intervalo de concentragdo analisando a linearidade, precisao e exatiddo do método. Esta
validacdo foi realizada de acordo com a resolugdo N° 899 da Anvisa que determina o

“Guia para validacao de métodos analiticos e bioanaliticos” (BRASIL 2003¢).
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4.2.4.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade, solucbes de cloridrato de amilorida na concentracéo
de 45 pg/mL e hidroclorotiazida na concentracdo de 500 pug/mL, foram preparadas nos
meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). Foi transferido 1mL de cada
solugéo em baldo de 10 mL e o volume foi completado com os meios tamponados. Essas

solucgdes foram colocadas expostas a calor seco de 90°C por 6 horas.

A seguir, foram avaliados os cromatogramas referentes as solugdes diluidas
degradadas, no tempo de retencdo do analito de interesse foi determinada a pureza do pico

obtido com auxilio do cromatografo acoplado ao detector DAD.
4.2.4.2 Linearidade

Para avaliar a linearidade do intervalo proposto, curvas analiticas com seis
concentracdes em cada meio foram construidas em triplicata. A partir da SE do cloridrato
de amilorida (200 pg/mL), solucdes diluidas de cada meio tamponado FGSSE (pH 1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram preparadas e analisadas. Na Tabela 8 sé&o
apresentados dados necessarios ao preparo das curvas analiticas para cada meio
tamponado.

Tabela 8: Preparo das solucdes diluidas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH
4,5) e SESSE (pH 6,8) utilizadas na avaliacao da linearidade para o estudo de

dissolugéo.
Aliguota da SE (mL) | Volume final da solugdo (mL) | Concentracao (ug/mL)
0,015 10,0 0,3
0,025 10,0 0,5
0,050 10,0 1,0
0,150 10,0 3,0
0,250 10,0 5,0
0,350 10,0 7,0

4.2.4.3 Precisao

A precisdo foi avaliada por repetibilidade (intradia) e através da preciséo
intermediaria (interdia) (BRASIL, 2003c). Ambas as determinagdes para 0S meios
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FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram realizadas em trés niveis de
concentracdo, em triplicata como é mostrado na Tabela 9.
Tabela 9: Concentra¢des das solucdes diluidas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliagcéo da preciséo para o estudo de
dissolucao.

FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (6,8)

Nivel da concentragéo Concentracéo (ug/mL)
Baixa 0,5
Média 3,0
Alta 7,0

A precisao foi expressa como o desvio padrdo relativo (DPR) e calculado segundo
a Equacdo 2 mostrada na pagina 41 (BRASIL, 2003c).

4.2.4.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada em trés niveis de concentra¢do nos meios FGSSE (pH1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), em triplicata. As concentracGes sdo mostradas na Tabela
10.

Tabela 10: Concentracdes das solucbes diluidas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliacdo da exatiddo para o estudo de

dissolugdo.
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (6,8)
Nivel da concentracéo Concentracao (ng/mL)
Baixa 0,5
Media 3,0
Alta 7,0

A exatiddo intradia e interdia foi determinada de acordo com a formula

matematica expressa pela Equacdo 3 mostrada na pagina 42 (BRASIL, 2003c).
4.2.5 Estudo de solubilidade em equilibrio

O estudo de solubilidade pelo método da agitacdo orbital em frasco foi realizado
nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) descritos na se¢do 4.2.2.5.
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Para selecionar a quantidade de matéria prima a ser adicionada a cada meio
tamponado, partiu-se de dados de solubilidade do cloridrato de amilorida (1 mg/mL em
agua) disponiveis na literatura (KASSIM, 2003). Quantidades crescentes do farmaco
foram adicionadas a 10 mL de cada meio tamponado a fim de se obter excesso de farmaco,
caracterizado por presenca de pé no recipiente. Utilizou-se um aparelho de ultrassom
para verificar a permanéncia ou ndo do excesso de substancia. As amostras foram
sonicadas durante 5 minutos em temperatura de 37°C, apdés, fez-se a observacéao visual

para constatar a permanéncia do excesso da matéria prima.

As Tabelas 11 e 12 apresentam a quantidade de matéria prima que foi adicionada
a cada meio tamponado (10 mL) e as condi¢Oes utilizadas para a realizagdo do estudo de

solubilidade, respectivamente.

Tabela 11: Quantidade de matéria prima adicionada a cada meio tamponado.

Meio tamponado Quantidade de matéria prima adicionada (mg)
FGSSE (pH 1,2) 7,0

TA (pH 4,5) 42,0
SESSE (pH 6,8) 2,0

Tabela 12: Condicdes utilizadas para a realizacdo do estudo de solubilidade do
cloridrato de amilorida.

Parametro Condicao utilizada
Volume de meio (mL) 10
Volume de aliquota retirada (uL) 200
Temperatura (°C) 371
Velocidade de agitacdo (rpm) 100
Tempo total do experimento (horas) 12

Na Tabela 13 estdo inseridos os tempos de coleta de aliquota para cada meio

tamponado.
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Tabela 13: Tempos de coleta em minutos para cada meio tamponado.

Meio tamponado Tempos de coleta (minutos)

FGSSE (pH 1,2) 0, 30, 60, 90, 120, 150, 240, 300, 420, 540, 720
TA (pH 4,5) 0, 60, 120, 150, 210, 240, 270, 300, 420, 540, 720

SESSE (pH 6,8) 0, 60, 120, 150, 210, 240, 270, 300, 420, 540, 720

Ap0s cada coleta (200 pL), o meio foi reposto e as amostras foram diluidas em
1800 pL de cada meio tamponado, filtradas e colocadas em vials para quantificacdo por
CLAE-UV empregando o método validado.

4.2.6 Avaliacdo dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida

4.2.6.1 Avaliacéo dos excipientes utilizados nos medicamentos contendo cloridrato

de amilorida

Inicialmente, foi realizada uma busca no sentido de identificar todos o0s
medicamentos contendo o cloridrato de amilorida, no mercado brasileiro. Apds este
levantamento, foram identificados e listados aqueles com dosagem de 5 mg, maior dose

comercializada no pais.

A partir desta lista, foram selecionados trés medicamentos: o referéncia (A), um
genérico (B) e um similar (C) para uma avaliacdo dos excipientes presentes nestas
formulacdes e discussdo sobre possivel interferéncia dos excipientes presentes nesses

produtos no processo de dissolucdo do farmaco.
4.2.6.2 Caracterizacdo geral dos medicamentos

Foram realizados os testes de determinacdo de peso, teste de dureza, teste de
friabilidade e teste de desintegracdo, segundo a Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢do
(BRASIL, 2010b). O teor foi realizado por meio do método analitico desenvolvido e

validado nesse trabalho para o tampdo acetato pH 4,5.
4.2.6.2.1 Determinacao de peso

Foram pesados individualmente 20 unidades de cada produto e determinados o

peso médio e, os desvios individuais em relacdo ao peso médio.

O limite de variacdo aceitavel para os comprimidos revestidos com peso medio

abaixo de 80 mg € de + 10,0%, com toleréncia de ndo mais que 2 unidades fora desse
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limite. Além disso, nenhum comprimido pode estar acima ou abaixo do dobro dessa
porcentagem (BRASIL, 2010b).

4.2.6.2.2 Teste de dureza

O teste de dureza permite determinar a resisténcia do comprimido ao
esmagamento ou a ruptura sob pressao radial. Consiste em submeter os comprimidos a
acao de um aparelho que meca a forca, aplicada diametralmente, necessaria para esmaga-
lo. (BRASIL, 2010b).

O teste foi realizado com 10 unidades de cada produto, eliminando qualquer
residuo superficial antes de cada determinacdo. Os comprimidos foram testados,
individualmente, obedecendo sempre a mesma orientacgdo. O resultado foi expresso como
a média dos valores obtidos nas determinacdes, e é apenas um resultado informativo
(BRASIL, 2010b).

4.2.6.2.3 Teste de friabilidade

O teste de friabilidade permite determinar a resisténcia dos comprimidos a
abrasdo, quando submetidos & agdo mecanica de aparelhagem especifica (BRASIL,
2010b).

Foram pesados com exatiddo 20 unidades de cada produto, e estes foram
submetidos a acdo do aparelho por 100 rotacBes. Apos, qualquer residuo de p6 dos
comprimidos foi retirado, e eles foram novamente pesados. A diferenca entre 0 peso
inicial e o final representa a friabilidade, medida em funcdo da porcentagem de p6 perdido
(BRASIL, 2010b).

4.2.6.2.4 Teste de desintegracao

O teste de desintegracdo permite verificar se comprimidos e capsulas se
desintegram dentro do limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote sdo
submetidas a acdo de aparelhagem especifica sob condi¢cdes experimentais descritas
(BRASIL, 2010b).

O teste foi realizado utilizando 6 unidades de cada produto e agua (900 mL) como
meio de desintegracdo a 37 £°C. Apo6s 30 minutos, todos os comprimidos devem estar
completamente desintegrados (BRASIL, 2010b).
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4.2.6.2.5 Teor

O doseamento do teor do farmaco nos medicamentos foi realizado, em triplicata;
utilizando o método cromatogréafico desenvolvido e validado no meio TA (pH 4.5), pois

neste pH o cloridrato de amilorida apresentou maior solubilidade.

Foram pesados e pulverizados 10 comprimidos. A seguir gquantidade de po
equivalente a 5 mg de cloridrato de amilorida foi transferida para um baldo volumétrico
de 100 mL e o volume completado com metanol e 4 mL de acido cloridrico 1 M. Essa
solucdo foi homogeneizada, mantida em aparelho de ultrassom a 37°C por 30 minutos e
filtrada em funil de papel. Ao final, foi retirada uma aliquota de 1 mL para um baléo
volumétrico de 10 mL e o volume completado com meio TA (pH 4.5); obtendo-se, assim,

uma solugéo com concentracgdo de 5 pg/mL.

Segundo a Farmacopeia Brasileira, os comprimidos devem possuir no minimo
90,0% e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada de cloridrato de amilorida. Este
teor é determinado empregando-se a técnica de doseamento descrita na monografia do
produtos da Farmacopeia Brasileira, nas condi¢Ges experimentais ali utilizadas: fase
movel composta de uma mistura de agua, metanol e Tampdo fosfato (71:25:4), coluna
(300 mm x 3,9 mm x 5 um), deteccdo de 286 nm e fluxo de 1,0 mL/min (BRASIL, 2010b).

4.2.7 Perfil de dissolugéo dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida

Foram realizados os perfis de dissolucdo de 12 unidades de comprimidos dos
medicamentos A, B e C estudados. A avaliacdo foi realizada em cada um dos meios
tamponados, FGSSE (pH 1.2), TA (4.5) e SESSE (pH 6.8), e as condi¢Oes estabelecidas
de acordo com o preconizado pela legislacdo e pelas Farmacopeias Brasileira e
Americana (BRASIL, 2011b; BRASIL, 2010b; USP 2015) (Tabela 14).
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Tabela 14: Condicdes utilizadas para determinacéo dos perfis de dissolucao dos
comprimidos de cloridrato de amilorida 5 mg.

Parametro Condicao utilizada
VVolume de meio (mL) 900
Volume de aliquota retirada (mL) 5
Temperatura (°C) 37+0,5
Velocidade de agitacdo (rpm) 50
Aparato Pa (2)
Tempos de coletas (minutos) 2, 6, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60
Ponto infinito 150 rpm durante 10 minutos

Os meios de dissolucdo foram desgaseificados em um aparelho de ultrassom
durante 30 minutos, colocados nas cubas do dissolutor e foi aguardada a estabilizacéo da
temperatura em 37°+°C. Apo0s a estabilizacdo da temperatura, os comprimidos foram

inseridos nas cubas para a realizagédo do teste.

Em tempos predeterminados, foram retiradas aliquotas de 5 mL pelo amostrador
automatico, cujas canulas sdo providas de filtros cilindricos de 10 um. As aliquotas
retiradas foram filtradas em filtro de seringa Millex ® PVDV (0,22 um) e analisadas pelo
método cromatogréafico desenvolvido e validado. Apos cada coleta, 0 meio de dissolugdo

foi reposto com volume igual ao retirado em cada coleta.

Apos a coleta do ponto de 50 minutos, a velocidade de rotagdo foi elevada para
150 rpm durante 10 minutos para obtencéo do ponto do infinito.

O resultado foi expresso em graficos representativos da quantidade dissolvida (%)
em funcdo do tempo e calculada a quantidade dissolvida (%), considerando os volumes

de amostragem retirados para a leitura.

Para avaliar a liberacdo do farmaco a partir dos trés produtos foram realizados
calculos da eficiéncia de dissolucdo (ED) a partir dos valores obtidos da &rea sob a curva
(ASC) do perfil de dissolucdo do cloridrato de amilorida no intervalo de tempo (t),
utilizando o método dos trapezoides (KHAN; RHODES, 1975). A ED em cada um dos
meios tamponados foi determinada pela razéo entre a area sob a curva de dissolucéo do
farmaco no intervalo de tempo compreendido entre zero e 60 minutos (ASC 0-60
minutos) e a area total do retdngulo (ASCTR) definido pela ordenada (100% de
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dissolucdo) e pela abcissa (tempo igual a 60 minutos), expressa em porcentagem

(Equacéo 6).

Equacéo 6: Equacdo utilizada para o célculo da eficiéncia de dissolug&o.

ASCTR

Os resultados referentes a ED para os produtos avaliados foram entdo submetidos
a andlise de variancia One Way — ANOVA com teste posterior de Tukey. As diferencas

significativas foram aceitas ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).
5 RESULTADOS E DISCUSSSAO

5.1 Anélise da matéria prima do cloridrato de amilorida

5.1.1 Determinacdo do Ponto de Fuséao

O ponto de fusdo de uma substancia é a temperatura corrigida na qual esta se
encontra totalmente fundida. O intervalo de fusdo de uma substdncia é aquele
compreendido entre a temperatura corrigida na qual a substancia comeca a fluidificar-se
e a temperatura corrigida na qual esta completamente fundida (BRASIL 2010b). O ponto
de fusdo pode ser utilizado como indicador da pureza de substancias quimicas (ALLEN,
2013).

A faixa de fusdo encontrada na literatura para o cloridrato de amilorida é 240,5 -
241,5 °C. (CRAGOE, 1967). Pelo teste realizado, o valor encontrado para o farmaco foi
de 238,4 — 242,3 °C. Como os valores estdo bem préximos pode-se inferir que a matéria
prima esta livre de impurezas, uma vez que a presenca destas em uma substancia acarreta

em diminuicdo do ponto de fuséo e/ou alargamento da faixa de fusdo (BRASIL, 2010b).
5.1.2 Analise espectroscopicas na regido do infravermelho

Os espectros de absorcdo no infravermelho do cloridrato de amilorida SQR e

matéria prima sdo apresentados na Figura 2.

A espectroscopia na regido do infravermelho tem sido amplamente utilizada como
método rapido e direto para identificar matérias-primas (AMORIM, 2013). A 382 edigéo

da Farmacopeia Americana preconiza que a identificagdo do cloridrato de amilorida deve
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ser realizada através na analise por espectroscopia no infravermelho comparando com a
SQR (UNITED STATES, 2015).

Figura 2: Espectro na regido do infravermelho do cloridrato de amilorida SQR e cloridrato de amilorida
matéria prima.
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Por meio da analise dos espectros (Figura 2) é possivel observar que tanto a SQR
quanto a matéria prima apresentam as principais bandas que caracterizam o cloridrato de
amilorida como demonstrado por Djoki¢ e colaboradores em 2014. Sdo observadas
bandas em 3250 e 3150 cm-1 atribuida ao estiramento N — H, em 1680 cm-1 devido ao
estiramento C — O e em 1240 cm-1 devido ao estiramento N — (C6H6) (DJOKIC, 2014).

5.2 Desenvolvimento do método analitico para quantificacdo do cloridrato de
amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

5.2.1 Espectro de varredura (200 a 400 nm) do cloridrato de amilorida visando

identificar o maximo de absorcéo

Na Figura 3 é mostrado o espectro de varredura da solucéo do cloridrato de amilorida
SQR. Pode-se observar que o farmaco apresenta trés picos de absor¢do em 216 nm, 268

nm e em 362 nm, com absorbéancias de 0,7131; 0,6880 e 0,7683 respectivamente.
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Figura 3: Espectro de varredura da solucéo do cloridrato de amilorida SQR.
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Para evitar desvios durante as andlises quantitativas, é recomendado que se
selecione um comprimento de onda proximo ao maximo de absorcdo, em que a
absortividade do analito se altera pouco com o comprimento de onda (SKOOG et al.,
2005). Diante disso, o comprimento de onda selecionado foi o de 362 nm, pois foi o que
apresentou maior absorbancia para o cloridrato de amilorida.

5.2.2 Determinacao das condicGes analiticas

Primeiramente foi avaliada a fase movel composta de agua acidificada com 4%
de &cido acético:acetonitrila na proporgdo de 88:12 v/v (Condicdo A) com fluxo de 1,0

mL/min, baseada no método proposto por Myung e colaboradores em 2008 que utilizou
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as seguintes condicdes: fase movel composta de 12% de acetonitrila e 0,4% de acido
acético glacial em &4gua com pH 4,5, coluna C18 (150mm x 4.6mm, 5um), fluxo de 1,0
mL/min, temperatura de 30°C e deteccédo por ultravioleta.

Devido ao custo menor do metanol, testou-se as mesmas condi¢des acima
substituindo a acetonitrila pelo metanol. A nova fase movel era composta por &gua
acidificada com 4% de acido acetico:metanol na proporcao 88:12 v/v (Condicdo B)
utilizando fluxo de 1,0 mL/min. Na Figura 4 e 5 sdo mostrados os cromatogramas obtidos

nas condicdes A e B, respectivamente.

Todas as solucdes testadas para a determinacdo das condicdes analiticas foram
preparadas pesando exatamente 10 mg do cloridrato de amilorida SQR e transferindo para
baldo volumétrico de 10 mL, completando o volume com metanol. Obtendo-se uma
solug@o com concentracdo de 1 mg/mL.

Figura 4: Cromatograma obtido para solucdo de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida

empregando fase movel composta de dgua acidificada com 4% de acido
acetico:acetonitrila (88:12 v/v) (Condicdo A) fluxo de 1,0 mL/min.
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Figura 5: Cromatograma obtido para solucdo de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida
empregando fase mével composta de dgua acidificada com 4% de acido acético:metanol
(88:12 v/v) (Condic¢do B) fluxo de 1,0 mL/min.
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Como pode ser observado na Figura 4, o sinal cromatografico do cloridrato de
amilorida se mostrou com um tempo de retencdo (3 minutos) muito curto, ndo desejavel,
uma vez que este foi eluido préximo ao tempo morto (3,06 minutos). O tempo morto
fornece uma medida da velocidade média de migracdo da fase movel. Um fator de
retencdo proximo ao tempo morto significa que aquele soluto emerge da coluna em um
tempo préximo daquele de retencdo da fase movel, e dessa forma, os picos podem se
sobrepor (SKOOG et al., 2005).

Na Figura 5, ndo houve resolucao do sinal cromatografico referente ao analito de
interesse e também o tempo de retencdo (11 minutos e 47 segundos) foi demasiadamente

longo o que acarreta em gastos desnecessarios para as analises que serdo realizadas.

Em cromatografia de fase reversa, a forca do solvente interfere diretamente na
retencdo do analito. Solventes mais fortes fardo com que o analito seja eluido em um
tempo de retencdo menor (SNYDER, et al., 1997). A forca do solvente aumenta a medida
que diminui a polaridade do mesmo. Acetonitrila € um solvente de menor polaridade,
quando comparado ao metanol, e dessa forma, é um solvente mais forte (SNYDER, et al.,
1997). Esses fatos explicam o0 menor tempo de retencéo do cloridrato de amilorida quando

foi utilizada a fase movel com acetonitrila.

Devido a esses problemas, foram testadas as demais condi¢des. Na Figura 6 €
mostrado o cromatograma obtido a partir da fase mével composta de agua acidificada
com 4% de acido acético:acetonitrila na proporcao de 94:6 v/v (Condicdo C) com fluxo
de 1,0 mL/min.

Figura 6: Cromatograma obtido para solucdo de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida

empregando fase movel composta de dgua acidificada com 4% de acido
acético:acetonitrila (96:6 v/v) (Condicdo C) fluxo de 1,0 mL/min.
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Pode ser observado que a alteragdo na proporcdo de acetonitrila, provocou um

deslocamento acentuado do pico (tempo de retencédo igual a 12 minutos e 22 segundos) e
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também um alargamento do mesmo. Esses fatores inviabilizaram a escolha desta fase
movel, pois tempos de retengdo muito longos, acarretam em gasto excessivo de solvente
e elevado tempo de andlise. Isto ndo € viavel, pois 0 método serd aplicado a um estudo
longo em replicatas, 0 que demanda muitas horas de uso do equipamento, onerando a
técnica, ocasionando elevado gasto de solventes e geracdo de residuos, bem como,
demandando avaliacdo da estabilidade das amostras ap6s o preparo por um periodo
consideravel de tempo.

Na Figura 7 € apresentado o cromatograma obtido pela Condicdo D composta de
agua acidificada com 4% de &cido acético:metanol na proporcéo de 76:24 v/v (Condicao
D) com fluxo de 0,8 mL/min.

Figura 7: Cromatograma obtido para solucéo de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida

empregando fase movel composta de agua acidificada com 4% de acido acético:metanol
(76:24 viv) (Condigéo D) fluxo de 0,8 mL/min.
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Nesta nova condicdo o tempo de retencdo foi menor (7 minutos) em comparagéao

a fase movel composta de metanol na proporcdo 88:12 v/v, mas 0 pico se mostrou
alargado, sendo indesejavel porque leva a uma separacdo ndo eficaz e a tempos de
retencdo menos reprodutiveis (SKOOG et al., 2005). A diminui¢do do tempo de retencao
foi provavelmente devida ao aumento da proporcdo do constituinte organico da fase
movel, o qual provoca aumento da forca de eluicdo da fase mdvel e assim, diminui o
tempo de retencdo do analito (SKOOG et al., 2005).

Houve a tentativa de testar a condi¢do D nos fluxos de 1,2 mL/min e 1,4 mL/min,
porém ndo foi possivel realizar essas analises pois a pressao da coluna se elevou chegando
a niveis acima de 4000 psi. Em uma mistura de solventes, a viscosidade varia com suas
caracteristicas de polaridade ou na possibilidade de formacéo de pontes de hidrogénio
(SNYDER et al., 1997). Devido a formacdo de pontes de hidrogénio entre a 4gua e o
metanol, a viscosidade da fase mdvel aumentou, elevando a pressdo do sistema com o
aumento do fluxo e assim, ndo foi possivel realizar a analise da fase movel D nos fluxos

maiores.
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Na Figura 8 estd o cromatograma obtido com o uso da condi¢do E composta de
agua acidificada com 4% de &cido acético:acetonitrila na proporcao 90:10 v/v com fluxo
de 1,0 mL/min.

Figura 8: Cromatograma obtido para solucdo de 1 mg/mL de cloridrato de
amilorida empregando fase mével composta de agua acidificada com 4% de
acido acético:acetonitrila (90:10 v/v) (Condicédo E) fluxo de 1,0 mL/min.
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Como pode ser observado, o tempo de retencdo do cloridrato de amilorida foi de
4 minutos e 54 segundos, considerado adequado a aplicacdo pretendida, tanto para a
validacdo do método analitico, quanto para a quantificacdo do farmaco nos estudos de

solubilidade e dissolucéo.

O fator de cauda para o pico do cloridrato de amilorida, foi calculado com o
objetivo de avaliar a simetria do pico e o resultado foi de 1,25. Fatores de cauda igual a 1
sdo encontrados em picos perfeitamente simétricos (BRASIL, 2010b). De acordo com a
Farmacopeia Americana 38?2 edicdo (UNITED STATES, 2015), o fator de cauda para o
cloridrato de amilorida deve ser até 2,0. Dessa forma, o fator de cauda encontrado pode

ser aceito.

Assim, até aqui, as seguintes condi¢des cromatograficas foram estabelecidas para
0 método analitico (Tabela 15), as quais permitirdo realizar diversas analises em um curto

periodo de tempo.
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Tabela 15: Condic¢des do método cromatografico para quantificacdo do
cloridrato de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH

6,8).
Parametro Especificacoes
Coluna C18 (150 pm x 4,6 x 3,5 mm) — Waters SunFire®

Fase movel Agua acidificada*:Acetonitrila (90:10/V:V)
Fluxo da fase movel 1,0 mL/min

Temperatura 25°C

Deteccéo 362 nm

Volume de injecdo 20 puL

*Agua acidificada com 4% de acido acético.

Na Figura 9, estdo apresentados os cromatogramas obtidos das solugdes diluidas
nos meios: FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), empregando o método
desenvolvido, uma vez que seré utilizado nos estudos de solubilidade e dissolu¢do do

cloridrato de amilorida realizados em cada uma destas condicGes de pH.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos para solugdes do cloridrato de amilorida em
A: FGSSE (pH 1,2); B: TA (pH 4,5) e C: SESSE (pH 6,8) na concentracao de
45ug/mL, nas condicBes definidas para o método de quantificacdo do cloridrato
de amilorida por CLAE-U V.
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5.3 Validacdo do método analitico para quantificacédo do cloridrato de amilorida no
estudo de solubilidade

5.3.1 Seletividade

Na Figura 10 s&o apresentados os cromatogramas obtidos da injecdo de amostras
das solucdes diluidas (45 pg/mL) apds exposicdo ao calor seco de 90°C por seis horas.
Podem ser observados picos provavelmente referentes aos produtos de degradacao do
cloridrato de amilorida em tempos de retengéo distintos ao correspondente ao analito de

interesse.
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Figura 10: Cromatogramas das amostras de solu¢des diluidas (45 ug/mL) do
cloridrato de amilorida nos meios: (A) FGSSE (pH 1,2), (B) TA (pH 4,5) e (C)

SESSE (pH 6,8) obtidos apds exposicao ao calor seco de 90°C por 6 horas.
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Para confirmacdo da seletividade do método, foi realizada a analise da pureza de

pico das solugdes diluidas degradadas por meio do detector DAD. Na Figura 11 estdo

apresentados os resultados obtidos para a pureza de pico do cloridrato de amilorida em

cada um dos meios tamponados.
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Figura 11: Andlise das purezas de pico das amostras das solucdes diluidas do

cloridrato de amilorida nos meios: (A) FGSSE (pH 1,2), (B) TA (pH 4,5) e (B)

SESSE (pH 6,8) expostas ao calor seco de 90°C por 6 horas. Analises obtidas
pelo software Empower 2 — Waters®.
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De acordo com a anélise realizada pelo software Empower 2 da Waters®, para
que se comprove que somente o analito de interesse esta eluindo em um determinado
tempo de retencdo, as linhas verdes referentes aos angulos de pureza devem estar abaixo
da linha do angulo limite (linha azul). Pela analise da Figura 11 pode ser observado que,
em todos os meios, a linha do angulo de pureza (linha de cor verde) aparece sempre abaixo

da linha do angulo limite (linha de cor azul), demonstrando assim, a seletividade do
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método, uma vez que ndo ocorre elui¢do conjunta ao cloridrato de amilorida de nenhum

dos produtos de degradacgéo presentes na amostra.

Na Tabela 16 estdo apresentados os valores obtidos para os angulos de pureza e
limite, referente a analise da pureza de pico do cloridrato de amilorida (Figura 11) em
cada um dos meios tamponados. Para que possamos concluir a pureza dos picos, 0S
valores dos angulos de pureza devem ser menores que os valores dos angulos limite, para
cada um dos meios.

Tabela 16: Resultados da andlise de pureza de pico das solucGes diluidas do
cloridrato de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE

(pH 6,8).
Meio tamponado Angulo de pureza Angulo limite
FGSSE (pH 1,2) 0,121 0,261
TA (pH 4,5) 0,089 0,246
SESSE (pH 6,8) 0,098 0,251

5.3.2 Linearidade

A seguir estdo apresentadas as curvas analiticas e logo posteriormente os graficos
de residuos das regressdes lineares obtidas pelo método de quantificacdo do cloridrato de
amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2) (Figuras 12 e 13), TA (pH 4,5) (Figuras 14 e 15) e
SESSE (pH 6,8) (Figuras 16 e 17). Cada ponto da curva analitica representa a média de

trés determinacdes.
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Figura 12: Curva analitica para quantificacao do cloridrato de amilorida no
meio FGSSE (pH 1,2) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Agua
acidificada: Acetonitrila (90:10 v/v) para o estudo de solubilidade (n=3).
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Figura 13: Gréfico de residuos da regresséao linear do método de
quantificacdo do cloridrato de amilorida em FGSSE (pH 1,2) para o estudo
de solubilidade (n=3).
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Figura 14: Curva analitica para quantificacéo do cloridrato de amilorida no
meio TA (pH 4,5) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Agua
acidificada: Acetonitrila (90:10 v/v) para o estudo de solubilidade (n=3).
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Figura 15: Gréfico de residuos da regressao linear do método de quantificacdo
do cloridrato de amilorida em TA (pH 4,5) para o estudo de solubilidade (n=3).
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Figura 16: Curva analitica para quantificacéo do cloridrato de amilorida no
meio SESSE (pH 6,8) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Agua
acidificada: Acetonitrila (90:10 v/v) para o estudo de solubilidade (n=3).
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Figura 17: Gréafico de residuos da regressao linear do método de quantificacao
do cloridrato de amilorida em SESSE (pH 6,8) para o estudo de solubilidade
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De acordo com a Resolucdo N° 899 o critério minimo aceitavel para demonstrar
a linearidade é um coeficiente de correlacéo (r) igual a 0,99 (BRASIL, 2003c). O método
analitico se mostrou linear para os trés meios tamponados - FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5)
e SESSE (pH 6,8), apresentando coeficientes de determinac&o (r?) e correlagao (r) maiores

que 0,99. Os parametros da regressdo linear sdo mostrados na Tabela 17.
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Tabela 17: Parametros da regresséo linear do método analitico de quantificacdo do
cloridrato de amilorida em FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5), SESSE (pH 6,8) para o
estudo de solubilidade. Os coeficientes sdo referentes a reta média das trés replicatas.

Parametro da regressao FGSSE (pH 1,2) TA(pH 4,5 SESSE (pH 6,8)
Coeficiente angular (a) 85128,13 52533,84 90273,12
Coeficiente linear (b) -97737,45 6765877,68 11989,83
Coeficiente de determinacéo (r?) 0,999 0,995 0,999
Coeficiente de correlagdo (r) 0,999 0,999 0,999

Com a finalidade de complementar a analise da linearidade do método de
quantificacdo do cloridrato de amilorida nos meios tamponados, foi realizada a analise
das premissas relativas a regressdo (normalidade, homoscedasticidade e independéncia)

bem como a significancia da regressao e do desvio de linearidade utilizando o teste de
ANOVA.

Os residuos da regressdo linear foram avaliados por meio do teste padronizado de
Jacknife. Os graficos de residuos sdo mostrados nas Figuras 13, 15 e 17. Pela analise dos
graficos de residuos, de cada um dos meios tamponados, podemos observar que 0s
residuos estdo aleatoriamente distribuidos ao longo do eixo zero, ndo demonstrando

tendéncias sistematicas.

No que diz respeito as premissas dos residuos, a normalidade, homoscedasticidade
e a independéncia foram analisadas, para cada uma das curvas analiticas, pelos testes de
Ryan Joiner, Brown-Forsythe e Durbin-Watson. A Tabela 18 apresenta os resultados das

premissas, bem como da significancia da regressao e desvio da linearidade.
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Tabela 18: Valores encontrados para as premissas dos residuos da regresséo linear,
significancia da regresséao e desvio da linearidade, provenientes da analise das curvas
analiticas obtidas para os meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5), SESSE (pH 6,8) para o

estudo de solubilidade.

Avaliacao Valor de referéncia FGSSE TA SESSE
(PH 1,2) (PH45)  (pH 6,8)
Normalidade Maior que 0,9567 0,9613 0,9573 0,9602
Homoscedasticidade Menor que 2,120 0,1110 0,2100 0,6250
Independéncia Entre 1,3907 e 2,6092 2,0259 1,8294 1,9848
Significancia da Maior que 4,4939 29090,18 3607,51 10455,01
regressao
Desvio de linearidade | Menor que 3,2591 1,4150 2,4190 2,5660

Ao analisar os dados expostos na Tabela 18, o método de quantificacdo do
cloridrato de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8),

apresentou-se dentro dos intervalos propostos, assim foi considerado linear uma vez que

cumpriu todos 0s requisitos necessarios.

5.3.3 Precisao

Os resultados da precisdo por repetibilidade (intradia) e intermediaria (interdia),

realizados por dois dias nos trés meios tamponados, sao apresentados nas Tabelas 19, 20

e2l.
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Tabela 19: Precisdo intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de
amilorida em FGSSE (pH 1,2) (n = 3) para o estudo de solubilidade.

Concentracao Concentracéao DPR (%) precisao
tedrica experimental média intradia
(ng/mL) (n=3) (ng/mL)
Andlise 1° dia 35,0 35,05 0,88
65,0 65,51 0,53
95,0 94,50 0,80
Andlise 2° dia 35,0 35,24 1,28
65,0 65,17 0,99
95,0 95,53 1,73
DPR (%) preciséo interdia
Anélise 1° dia x 2° dia 35,0 1,03
65,0 0,77
95,0 1,35

DPR: Desvio padréo relativo

Tabela 20: Precisdo intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de
amilorida em TA (pH 4,5) (n = 3) para o estudo de solubilidade.

Concentragéo Concentragéo DPR (%) precisao
tedrica experimental média intradia
(ng/mL) (n=3) (ng/mL)
Andlise 1° dia 220,0 221,78 3,05
370,0 378,37 0,86
520,0 520,40 0,89
Andlise 2° dia 220,0 221,28 1,78
370,0 371,57 0,57
520,0 521,92 0,30
DPR (%) preciséo interdia
Anélise 1° dia x 2° dia 220,0 2,24
370,0 1,19
520,0 0,27

DPR: Desvio padréo relativo
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Tabela 21: Precisdo intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de
amilorida em SESSE (pH 6,8) (n = 3) para o estudo de solubilidade.

Concentracéo Concentragéo DPR (%) preciséo
tedrica experimental media intradia
(ng/mL) (n=3) (ng/mL)
Andlise 1° dia 10,0 10,07 1,31
30,0 30,74 3,73
50,0 50,46 3,15
Andlise 2° dia 10,0 10,07 0,74
30,0 30,26 2,03
50,0 50,98 2,76
DPR (%) preciséo interdia
Anélise 1° dia x 2° dia 10,0 0,95
30,0 2,83
50,0 2,71

DPR: Desvio padréo relativo

A Resolugdo N° 899 da Anvisa preconiza que os resultados da precisdo intradia e
interdia devem apresentar valores de desvio padrdo relativo (DPR%) inferiores a 5,0%
(BRASIL, 2003c). Os dados apresentados mostram que os resultados aqui obtidos estao

de acordo com o preconizado por esta Resolucéo.
5.3.4 Exatidao

Nas Tabelas 22, 23 e 24 séo apresentados os resultados da exatiddo intradia e
interdia para os meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), respectivamente.
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Tabela 22: Exatiddo intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de
amilorida em FGSSE (pH 1,2) (n = 3) para o estudo de solubilidade.

Concentracao Concentracéao Exatidao (%0)
tedrica experimental média intradia
(ng/mL) (n=3) (ng/mL)
Andlise 1° dia 35,0 35,05 100,14
65,0 65,51 100,79
95,0 94,50 99,47
Andlise 2° dia 35,0 35,24 100,70
65,0 65,17 100,26
95,0 95,53 100,56
Exatidao (%0) interdia
Anélise 1° dia x 2° dia 35,0 100,42
65,0 100,53
95,0 100,01

Tabela 23: Exatiddo intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de
amilorida em TA (pH 4,5) (n = 3) para o estudo de solubilidade.

Concentragéo Concentragéo Exatid&o (%0)
tedrica experimental média intradia
(ng/mL) (n=3) (ng/mL)
Andlise 1° dia 220,0 221,78 100,81
370,0 378,37 102,26
520,0 520,40 100,07
Andlise 2° dia 220,0 221,28 100,58
370,0 371,57 100,42
520,0 521,92 100,37
Exatidao (%0) interdia
Anélise 1° dia x 2° dia 220,0 100,69
370,0 101,34
520,0 100,22
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Tabela 24: Exatiddo intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de
amilorida em SESSE (pH 6,8) (n = 3) para o estudo de solubilidade.

Concentracéo Concentragéo Exatid&o (%0)
tedrica experimental media intradia
(ng/mL) (n=3) (ng/mL)
Andlise 1° dia 10,0 10,07 100,74
30,0 30,74 102,47
50,0 50,46 100,92
Andlise 2° dia 10,0 10,07 100,76
30,0 30,26 100,89
50,0 50,98 101,96
Exatidao (%0) interdia
Anélise 1° dia x 2° dia 10,0 100,75
30,0 101,68
50,0 101,44

O método analitico para quantificagdo do cloridrato de amilorida nos meios
tamponados foi considerado exato, uma vez que apresentou exatidao intradia e interdia
entre 95,0 e 105,0%, como proposto por KUMAR e colaboradores, 2012.

5.3.5 Limites de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ)

Os valores de LD e LQ calculados de acordo com a resolucdo N° 899 da Anvisa
(BRASIL, 2003c), séo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Valores de LD e LQ para o método de quantifica¢do do cloridrato de
amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).

Meios tamponados LD (ng/mL) LQ (ng/mL)
FGSSE (pH 1,2) 0,34 1,13
TA (pH 4,5) 2,77 9,25
SESSE (pH 6,8) 0,16 0,55

Os valores encontrados para o LD e 0o LQ indicam que os intervalos propostos
para a avaliacdo da linearidade em cada um dos meios tamponados estdo coerentes, uma

vez que 0s menores pontos de cada curva (20 pg/mL — FGSSE; 145 pg/mL — TA e 5
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png/mL — SESSE) sdo superiores ao limite que o método é capaz de quantificar. Além do
mais, os valores de LD foram inferiores ao LQ, demonstrando que o método €é capaz de

detectar valores bem mais baixos aos de quantificagéo.
5.3.6 Robustez

Os resultados da robustez para o méetodo de quantificacdo do cloridrato de
amilorida s@o apresentados nas Tabelas 26, 27 e 28 para os meios FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) respectivamente. As condi¢des do método cromatografico de
quantificacdo do cloridrato de amilorida séo indicadas como Nominal.

Tabela 26: Resultados das concentracfes médias e DPR (%) para avalia¢do da robustez
do método para quantificacdo do cloridrato de amilorida no FGSSE (pH 1,2) (n=3).

Meio FGSSE (pH 1,2)

Condicao Variagdo | Concentracdo média DPR(%0)
(Hg/mL) (n=3)

Fluxo A 0,8 mL/min 63,44

Fluxo Nominal 1,0 mL/min 63,90 1,52
Fluxo B 1,1 mL/min 62,03
Temperatura A 20°C 64,15

Temperatura Nominal 25°C 63,90 0,35
Temperatura B 30°C 64,35
Volume de injecdo A 19 uL 61,36

Volume de injecdo Nominal 20 pL 63,90 4,86
Volume de injecdo B 21 pL 67,59

Tabela 27: Resultados das concentraces médias e DPR (%) para avaliacdo da robustez
do método para quantificacéo do cloridrato de amilorida no TA (pH 4,5) (n=3).

Meio TA (pH 4,5)

Condigao Variacdo | Concentracdo média DPR(%0)
(Mg/mL) (n=3)
Fluxo A 0,8 mL/min 371,10
Fluxo Nominal 1,0 mL/min 379,19 3,00
Fluxo B 1,1 mL/min 357,27
Temperatura A 20°C 385,66
Temperatura Nominal 25°C 379,19 1,42
Temperatura B 30°C 374,89
Volume de injecdo A 19 uL 367,74
VVolume de injecdo Nominal 20 pL 379,19 4,84

Volume de injecdo B 21 yL 404,10
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Tabela 28: Resultados das concentraces médias e DPR (%) para avaliagdo da robustez
do método para quantificacdo do cloridrato de amilorida no SESSE (pH 6,8) (n=3).

Meio SESSE (pH 6,8)

Condicgao Variagdo | Concentracdo media DPR(%0)
(ng/mL) (n=3)

Fluxo A 0,8 mL/min 26,14

Fluxo Nominal 1,0 mL/min 28,19 4,44
Fluxo B 1,1 mL/min 26,11
Temperatura A 20°C 28,52

Temperatura Nominal 25°C 28,19 1,86
Temperatura B 30°C 29,23
VVolume de injecdo A 19 uL 27,10

Volume de injecdo Nominal 20 pL 28,19 5,23
Volume de injecéo B 21 uL 30,04

A analise dos resultados da robustez, mostra que para 0s trés meios tamponados

os valores de DPR para a variacdo da temperatura foram menores que 2%.

Para o meio FGSSE (pH 1,2) podemos notar que, além da variagao da temperatura,
a variacao do fluxo também apresentou um valor de DPR inferior a 2%, porém o valor do

DPR para a alteracdo do volume de injecao foi superior a 2%.

Tanto para o meio TA (pH 4,5) quanto para o SESSE (pH 6,8) somente a alteragéo
da temperatura apresentou DPR inferior a 2%. A variacdo de fluxo e do volume de injecéo

apresentaram valores de DPR acima de 2%.

Esses resultados demonstram a necessidade do controle rigoroso do fluxo e do
volume de injecdo para 0 método de quantificacdo do cloridrato de amilorida nos meios

tamponados para a obtencao de resultados seguros e reprodutiveis.

5.4 Validacdo do método analitico para quantificacdo do cloridrato de amilorida no

estudo dos perfis de dissolucéo de produtos
5.4.1 Seletividade

Na Figura 18 sdo apresentados os cromatogramas de uma solucdo contendo
hidroclorotiazida (500 pg/mL) nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH
6,8) obtidos no método validado neste trabalho.
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Figura 18: Cromatogramas obtidos para soluc@es do hidroclorotiazida em A: FGSSE

(pH 1,2); B: TA (pH 4,5) e C: SESSE (pH 6,8). Concentragéo de 500 pg/mL, nas
condicdes definidas para 0 método de quantificacdo do cloridrato de amilorida por

CLAE-UVA£=223nm.

Minutes

2.00] A
2 1.00]
0.00 '\\ﬁ
200 400 600 800 1000 1200 1400 16.00 18.00 20.00
Minutes
B
1.00
2 0.50
0.00 L7 Sl ) et St [Pl K SR e S e T B L I P e [ Pl e PR IR R R FORL S Yo e PR ML B IS [ B
200 400 600 800 10.00 1200 1400 16.00 18.00 20.00
Minutes
2.00] C
2 1.00]
0.00 —"\J*
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 18.00 20.00

Nas Figuras 19, 20 e 21 sdo apresentados 0s cromatogramas obtidos da injecao de

amostas diluidas de cloridrato de amilorida (45 pg/mL) e hidroclorotiazida (500 pg/mL)

apos a exposicao ao calor seco de 90°C por seis horas no meio FGSSE (pH 1,2), TA (pH
4,5) e SESSE (pH 6,8), respectivamente.
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Figura 19: Cromatogramas das amostras das solu¢des diluidas de cloridrato de
amilorida (45 pg/mL) £=362nm (A) e hidroclorotiazida (500 ug/mL) £=223nm. (B) no
meio FGSSE (pH 1,2).obtidos apds exposicdo ao calor seco de 90°C por 6 horas.
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Figura 20: Cromatogramas das amostras das solu¢des diluidas de cloridrato de
amilorida (45 pg/mL) £=362nm (A) e hidroclorotiazida (500 ug/mL) £=223nm (B) no
meio TA (pH 4,5) obtidos ap6s exposi¢do ao calor seco de 90°C por 6 horas.
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Figura 21: Cromatogramas das amostras das soluces diluidas de cloridrato de
amilorida (45 pg/mL) £=362nm (A) e hidroclorotiazida (500 ug/mL) £=223nm (B) no
meio SESSE (pH 6,8) obtidos apds exposicao ao calor seco de 90°C por 6 horas.
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Para confirmacdo da seletividade do método ao utilizar os dois farmacos, foi
realizada a analise da pureza de pico por meio do detector DAD, ap0s as solucdes diluidas
serem colocadas nas condicBes para degradacdo forcada. Nas Figuras 22, 23 e 24 estdo
apresentados os resultados obtidos para a pureza de pico do cloridrato de amilorida e
hidroclorotiazida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8),
respectivamente.
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Figura 22: Analise das purezas de pico das amostras das solucdes diluidas do cloridrato
de amilorida (A) e hidroclorotiazida (B) em meio FGSSE (pH 1,2) expostas ao calor
seco de 90°C por 6 horas. Analises obtidas pelo software Empower 2 — Waters®.
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Figura 23: Analise das purezas de pico das amostras das solucdes diluidas do cloridrato
de amilorida (A) e hidroclorotiazida (B) em meio TA (pH 4,5) expostas ao calor seco de
90°C por 6 horas. Andlises obtidas pelo software Empower 2 — Waters®.
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Figura 24: Analise das purezas de pico das amostras das soluc¢des diluidas do cloridrato
de amilorida (A) e hidroclorotiazida (B) em meio SESSE (pH 6,8) expostas ao calor
seco de 90°C por 6 horas. Analises obtidas pelo software Empower 2 — Waters®.
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Pode ser observado que as linhas referentes aos angulos de pureza (linha verde)

estdo abaixo da linha do angulo limite (linha azul) para os meios tamponados, indicando

assim que os picos de interesse ndo estao sendo eluidos em conjunto com nenhum produto

de degradacéo presente na amostra.

Na Tabela 29 estdo apresentados os valores obtidos para os angulos de pureza e

limite, referente a analise da pureza dos picos do cloridrato de amilorida e

hidroclorotiazida (Figuras 22, 23 e 24). Para que possamos concluir a pureza dos picos,

os valores dos angulos de pureza devem ser menores que os valores dos angulos limite,

para cada um dos picos nos trés meios tamponados.
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Tabela 29: Resultados da anélise de pureza de pico das solucGes diluidas do
cloridrato de amilorida e hidroclorotiazida nos meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH
4,5) e no SESSE (pH 6,8).

Meios Substancia Angulo de Angulo limite
tamponados pureza

Cloridrato de amilorida 0,086 0,279
FGSSE (pH 1.,2) Hidroclorotiazida 0,098 0,283
TA (bH 45 Cloridrato de amilorida 0,554 0,719
(pH 4,5) Hidroclorotiazida 0,137 0,312
Cloridrato de amilorida 0,845 1,015
SESSE (pH 6.8) Hidroclorotiazida 0,201 0,385

Os valores dos angulos de pureza e angulos limites apresentados na Tabela 29,
mostram que o método aplicado € seletivo, pois em todos os meios tamponados o valor

do angulo de pureza foi menor que o valor do angulo limite.
5.4.2 Linearidade

A seguir sdo mostradas as curvas analiticas médias e os graficos de residuos das
regressdes lineares obtidas pelo método de quantificacdo do cloridrato de amilorida nos
meios FGSSE (pH 1,2) (Figuras 25 e 26), TA (pH 4,5) (Figuras 27 e 28) e SESSE (pH
6,8) (Figuras 29 e 30). Cada ponto da curva analitica representa a média de trés

determinagdes.
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Figura 25: Curva analitica para quantificacao do cloridrato de amilorida no perfil de
dissolucdo no meio FGSSE (pH 1,2) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Agua
acidificada:Acetonitrila (90:10 V/V) para o estudo de dissolucao (n=3).
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Figura 26: Gréfico de residuos da regressao linear do método de quantificacdo do
cloridrato de amilorida no perfil de dissolu¢do em FGSSE (pH 1,2) para o estudo de
dissolugao (n=3).
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Figura 27: Curva analitica para quantificacéo do cloridrato de amilorida no perfil de
dissolugdo no meio TA (pH 4,5) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Agua
acidificada:Acetonitrila (90:10 V/V) para o estudo de dissolucao (n=3).

900000
800000 y=113250x-13431
700000 R*=0.9996
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0

Area (AU)

0 2 4 6
Concentra¢io (ng/mL)

[=s]

Figura 28: Gréfico de residuos da regressao linear do método de quantificacdo do
cloridrato de amilorida no perfil de dissolu¢do em TA (pH 4,5) para o estudo de
dissolugao (n=3).
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Figura 29: Curva analitica para quantificacéo do cloridrato de amilorida no perfil de
dissolugédo no meio SESSE (pH 6,8) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Agua
acidificada:Acetonitrila (90:10 V/V) para o estudo de dissolucao (n=3).
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Figura 30: Gréfico de residuos da regressao linear do método de quantificacdo do
cloridrato de amilorida no perfil de dissolu¢do em SESSE (pH 6,8) para o estudo de
dissolugao (n=3).
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O intervalo avaliado se mostrou linear para os trés meios tamponados FGSSE (pH
1,2), TA (4,5) e SESSE (pH 6,8), apresentando coeficientes de determinacio (r?) e
correlagéo (r) maiores que 0,99, como preconizado pela Resolugdo N° 899 (BRASIL,

2003c). Os parametros da regressao linear sdo mostrados na Tabela 30.
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Tabela 30: Parametros da regresséo linear do método analitico de quantificacdo do
cloridrato de amilorida no estudo de dissolugdo de produtos em FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5), SESSE (pH 6,8). Os coeficientes sdo referentes a reta média das trés

replicatas.
Parametro da regressao FGSSE (pH 1,2) TA(pH 4,5 SESSE (pH
6,8)
Coeficiente linear (a) 108388 113250 121214
Coeficiente angular (b) -16450 -13431 -13198
Coeficiente de determinacéo (r?) 0,999 0,999 0,999
Coeficiente de correlagdo (r) 0,999 0,999 0,999

Foram também avaliadas as premissas relativas a regressdao (normalidade,
homoscedasticidade e independéncia) bem como a significancia da regressdo e o desvio
de linearidade utilizando o teste de ANOVA.

Os gréficos de residuos sao apresentados nas Figuras 26, 28 e 30. Os residuos da
regressao linear foram avaliados por meio do teste padronizado de Jacknife. Em cada um
dos meios tamponados, podemos observar pela analise dos graficos de residuos, que eles
estdo aleatoriamente distribuidos ao longo do eixo zero, ndo demonstrando tendéncias

sistematicas.

As premissas dos residuos (normalidade, homoscedasticidade e independéncia)
foram analisadas pelos testes de Ryan Joiner, Brown-Forsythe e Durbin-Watson. A
Tabela 31 apresenta os resultados das premissas, bem como da significancia da regresséo

e o desvio da linearidade.
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Tabela 31: Valores encontrados para as premissas dos residuos da regresséo linear,
significancia da regresséao e desvio da linearidade, provenientes da analise das curvas
analiticas obtidas para os meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5), SESSE (pH 6,8) no
estudo de dissolucao.

Avaliacao Valor de referéncia FGSSE TA SESSE
(PH12)  (pH45) (pH6.8)
Normalidade Maior que 0,9567 0,9797 0,9881 0,9580
Homoscedasticidade Menor que 2,120 0,4900 0,3670 0,066
Independéncia Entre e 1,3907 e 1,4437 1,5374 1,8309
2,6092

Significancia da Maior que 4,4939 18785,60 18876,95 21121,14
regressao
Desvio de linearidade | Menor que 3,2591 3,151 2,365 2,274

Ao analisar os dados apresentados na Tabela 31, pode ser observado que o método
de quantificacdo do cloridrato de amilorida no estudo de dissolugéo de produtos, nos
meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), apresentou-se dentro dos
intervalos propostos, assim foi considerado linear uma vez que cumpriu todos os

requisitos necessarios.
5.4.3 Preciséo

Os resultados da precisdo por repetibilidade (intradia) e intermediaria (interdia),

realizados por dois dias nos trés meios tamponados, sao apresentados nas Tabela 32.



Tabela 32: Precisao intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de amilorida no estudo de dissolucao de produtos nos meios
FGSSE, TA e SESSE (n=3).

Concentracéo Concentracgéo Concentragéo
experimental experimental experimental
Concentracdo| média(n=3) |DPR (%)| média(n=3) |DPR (%) media (n=3) DPR (%)
teorica (ug/mL) FGSSE | precisdo | (ng/mL) TA | precisdo | (ng/mL) SESSE precisao
(rg/mL) (pH 1,2) intradia (pH 4,5) intradia (pH 6,8) intradia
0,5 0,53 1,53 0,52 2,99 0,51 1,48
Andlise 1° dia 3,0 2,98 2,46 2,99 1,53 2,98 4,96
7,0 7,08 1,56 7,03 1,18 7,06 2,16
0,52 0,98 0,50 4,22 0,51 1,21
Andlise 2° dia 2,99 1,38 2,94 3,81 3,03 0,81
7,07 2,03 7,02 0,84 7,03 0,96

DPR (%) preciséo interdia

| FGSSE (pH 1,2) | TA (pH 4,5) | SESSE (pH 6,8)

0,5 1,15 3,7 1,23
Anédlise 1° dia x 2° 3 1,79 2,76 3,29
dia 7 1,62 0,92 1,51

DPR: Desvio padréo relativo
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Os dados apresentados mostram que 0 DPR% para os trés meios tamponados estéo
inferiores a 5,0%, demostrando assim, que o intervalo avaliado € preciso (BRASIL,

2003c).

5.4.4 Exatidao

Na Tabela 33 € apresentado os resultados da exatiddo intradia e interdia para o0s

meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), respectivamente.



Tabela 33: Exatiddo intradia e interdia do método de quantificacdo do cloridrato de amilorida no estudo de dissolucao de produtos nos meios
FGSSE, TA e SESSE (n=3).

Concentracéo Concentracgéo Concentragéo
experimental experimental experimental
Concentracdo| média (n=3) | Exatiddo | média (n=3) | Exatid&o media (n=3)
tedrica (ug/mL) FGSSE | intradia (ng/mL) TA intradia | (ug/mL) SESSE Exatidao
(rg/mL) (pH 1,2) (%) (pH 4,5) (%) (pH 6,8) intradia (%o)
0,5 0,52 104,99 0,52 104,86 0,51 103,92
Andlise 1° dia 3,0 2,98 99,45 2,99 99,97 2,98 99,52
7,0 7,08 101,21 7,03 100,54 7,03 100,48
0,52 104,93 0,50 101,54 0,51 103,49
Anélise 2° dia 2,98 99,52 2,94 98,22 3,03 101,24
7,07 7,07 7,02 100,35 7,03 100,48

Exatiddo (%) interdia

| FGSSE (pH 1,2) | TA (pH 4,5) | SESSE (pH 6,8)

0,5 104,96 103,20 103,71
Analise 1° dia x 2° 3 99,52 99,09 100,38
dia 7 101,11 100,44 100,68
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O método analitico para quantificacdo do cloridrato de amilorida no estudo de
dissolucdo de produtos nos meios tamponados foi considerado exato, pois apresentou
exatiddo intradia e interdia entre 95,0 e 105,0% (KUMAR et al., 2012).

5.5 Estudo de solubilidade em equilibrio

Com relagcdo as quantidades de matéria prima utilizadas nos estudos de
solubilidade, a literatura cientifica ainda ndo relata diretrizes que indicam a quantidade
de substéncia a ser utilizada. Neste trabalho pode ser observado que as quantidades séo
diferentes nos trés meios tamponados avaliados (7,0 mg, 42,0 mg e 2,0 mg). BAKA e
colaboradores em 2008 avaliaram se a quantidade de substancia adicionada aos meios
tamponados pode influenciar no valor da solubilidade. Os resultados encontrados
indicaram que a solubilidade em equilibrio ndo depende da quantidade de excesso de

solido que é adicionado em cada meio.

O resultado encontrado na avaliagdo da solubilidade em equilibrio do cloridrato
de amilorida no meio FGSSE (pH 1,2) é apresentado na Figura 31.

Figura 31: Perfil médio de solubilidade do cloridrato de amilorida, obtido pelo método
da agitacdo orbital em frasco no meio FGSSE (pH 1,2). Resultado obtido da média de
trés determinacdes (n=3).
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Ao avaliar os dados da Figura 31 é possivel verificar que a solubilidade da
amilorida no meio FGSSE (pH 1,2) foi de 590,11 pug/mL e sendo o equilibrio entre as
fases atingido apos 7 horas do inicio do experimento. Como a maior concentragdo de
cloridrato de amilorida comercializada em FFSOLI disponiveis no mercado € de 5 mg, a
razdo Dose/Solubilidade, determinada pela Equacgéo 1, € de 8,5 mL (<250 mL), indicando

gue o farmaco é de alta solubilidade nesse meio tamponado. O desvio padréo relativo foi
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calculado e os valores encontrados foram menores do que 5%, o que é preconizado pela
Anvisa (BRASIL, 2011a).

Para o meio TA (pH 4,5) o resultado encontrado para o estudo de solubilidade em

equilibrio do cloridrato de amilorida é mostrados na Figura 32.

Figura 32: Perfil médio de solubilidade do cloridrato de amilorida, obtido pelo método
da agitacdo orbital em frasco no meio TA (pH 4,5). Resultado obtido da média de trés
determinagdes (n=3).
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Ao analisar os dados da Figura 32 é possivel verificar que a solubilidade da
amilorida no meio TA (pH 4,5) foi de 3072,44 pg/mL e sendo o equilibrio entre as fasers
atingido apos 7 horas do inicio do experimento. Como a maior concentracao de cloridrato
de amilorida comercializada em FFSOLI disponiveis no mercado € de 5 mg, a razdo
Dose/Solubilidade, determinada pela Equacédo 1 é de 1,6 mL (< 250 mL), indicando que
o farmaco € de alta solubilidade nesse meio tamponado. O desvio padrdo relativo foi
calculado e os valores encontrados foram menores do que 5%, o que é preconizado pela
Anvisa (BRASIL, 2011a).
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A Figura 33 apresenta o resultado do estudo de solubilidade em equilibrio do
cloridrato de amilorida no meio SESSE (pH 6,8).

Figura 33: Perfil médio de solubilidade do cloridrato de amilorida, obtido pelo método
da agitacdo orbital em frasco no meio SESSE (pH 6,8). Resultado obtido da média de
trés determinacgdes (n=3).
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Ao analisar os dados da Figura 33 é possivel verificar que a solubilidade da
amilorida no meio SESSE (pH 6,8) foi de 168,66 pg/mL e sendo o equilibrio entre as
fases atingido apds 7 horas do inicio do experimento. Como a maior concentracdo de
cloridrato de amilorida comercializada em FFSOLI disponiveis no mercado € de 5 mg, a
razdo Dose/Solubilidade, determinada pela Equacdo 1 € de 29,6 mL (< 250 mL),
indicando que o farmaco € de alta solubilidade nesse meio tamponado. O desvio padrdo
relativo foi calculado e os valores encontrados foram menores do que 5%, o que é
preconizado pela Anvisa (BRASIL, 2011a).

A Tabela 34 apresenta concomitantemente os resultados encontrados no estudo de

solubilidade em equilibrio do cloridrato de amilorida nos trés meios tamponados
avaliados.

Tabela 34: Valores de solubilidade e a relacdo Dose/Solubilidade para o estudo de
solubilidade em equilibrio do cloridrato de amilorida nos meios tamponados.

Meio tamponado Solubilidade (ug/mL) Relagéo D/S (mL)
FGSSE (pH 1.2) 590,11 8,5
TA (pH 4.5) 3072,44 1,6

SESSE (pH 6.8) 168,66 29,6
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Um dos critérios para bioisentar um novo produto utilizando o SCB como critério
é que o farmaco nele contido apresente estabilidade em todas as condi¢des experimentais
utilizadas durante o tempo de realizacdo do experimento de solubilidade (BRASIL,
2011a). Ao observar os perfis médios de solubilidade (Figuras 31, 32 e 33) do cloridrato
de amilorida nos trés meios tamponados, pode-se notar que as concentracdes se
mostraram constante, ou seja, o farmaco se mostrou estavel durante as 12 horas de

experimento.

As informacdes de solubilidade encontradas na literatura apontam o cloridrato de
amilorida como um farmaco de alta solubilidade (KASSIM, et al., 2003; LINDENBERG
et al., 2004. No entanto, os dados experimentais ndo foram realizados nas condic¢des
adequadas para uma segura decisdo de bioisencdo, ou seja, temperatura de 37 °C na faixa

de pH 1-6,8, como recomendado pelas agéncias regulatérias mundiais.

Assim, os resultados encontrados neste trabalho contribuem para a definicdo da
classificacdo do cloridrato de amilorida como um farmaco de alta solubilidade, na medida
em que assim se comportou nos trés meios tamponados avaliados — FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). Dessa forma, podemos afirmar que o cloridrato de amilorida

é um farmaco de alta solubilidade segundo o SCB (classe I ou II1).
5.6 Permeabilidade do cloridrato de amilorida

No quadro 1 estdo apresentados os resultados dos estudos de permeabilidade do

cloridrato de amilorida encontrados por meio de revisdo da literatura.

Quadro 1: Estudos de permeabilidade do cloridrato de amilorida encontrados na

literatura.
Autor Ano Método utilizado Resultados
. . - 5
Lennernas, etal. 2002 Perfuséo intestinal Alta permeabllldide (>90%).
humana Pesf 1,610 cm/s
Berastrom et al. 2003 Permeabilidade in vitro Permeabilidade intermediaria
9 ' células Caco-2 0,32+ 0,04 x 108 cm/s
Kassim et al. 2003  Permeabilidade in silico Baixa permeabilidade logP -0,73 e
CLogP -0,55
Método PAMPA e Nao foram obtidos dados na
Reis et al. 2010 permeabilidade in vitro literatura para classificar o
células Caco-2 cloridrato de amilorida

Peff: Permeabilidade efetiva / LogP: coeficiente de particdo n-octanol/agua
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Os farmacos da classe I e 111 possuem alta solubilidade e o que os diferencia é a
permeabilidade (classe | — alta permeabilidade / classe 11l — baixa permeabilidade). Ao
serem avaliados os dados encontrados na literatura, acerca da permeabilidade do
cloridrato de amilorida pode-se observar que ndo ha consenso para uma clara definicédo
guanto ao tema. Foram encontrados quatro estudos que abrem possibilidades para alta,
intermediéria e baixa permeabilidade do farmaco em questdo. (Quadro 1). No entanto,
deve ser ressaltado que esses estudos foram realizados por diferentes modelos e,

consequentemente, distintas condigcdes experimentais.

Os estudos in silico utilizam uma técnica vantajosa no processo de descoberta de
novos farmacos, porém apresenta algumas desvantagens como o fato de ndo haver base
de dados suficientemente adequada com informacdes confidveis (BALIMANE; CHONG;
MORRISON, 2000). Os estudos in vitro sdo Uteis para avaliar a permeabilidade de
farmacos, porém possuem limitacfes, como elevado tempo de incubacdo das células,
podendo gerar aumento do risco de contaminacdo microbiana (BALIMANE; CHONG,;
MORRISON, 2000). Por outro lado, os modelos in vivo sdo considerados pelas agéncias
reguladoras mundiais como a melhor condi¢éo representativa do processo de absor¢éo do
farmaco, em detrimento dos dados in vitro e aos modelos em animais (FDA, 2015; WHO,
2015).

Neste contexto, optou-se no presente trabalho por considerar o resultado do estudo
realizado em humanos por Lennernds e colaboradores em 2002, que relata o cloridrato de
amilorida como um farmaco de alta permeabilidade. Assim, o cloridrato de amilorida

pode ser definido como de altas solubilidade e permeabilidade, ou seja, classe | do SCB.
5.7 Avaliacao dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida

5.7.1 Avaliacdo dos excipientes utilizados nos medicamentos contendo cloridrato de

amilorida

No Brasil o cloridrato de amilorida é comercializado somente em associacdo ao
hidroclorotiazida. No Quadro 2 estdo apresentados estes medicamentos indicando se sao:

referéncia, genérico ou similar, bem como as dosagens disponiveis.
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Quadro 2: Relacdo de medicamentos contendo o cloridrato de amilorida
disponiveis no mercado brasileiro.

Dosagens
(Hidroclorotiazida+Cloridrato de Quantidade de
Medicamento amilorida) medicamentos
Referéncia 25mg+2,5mg / 50mg+5mg 1
Genérico 25mg+2,5mg / 50mg+5mg 2
Similar 25mg+2,5mg / 50mg+5mg 2

Pela analise do Quadro 2 podemos observar que no mercado brasileiro, estdo
disponiveis duas dosagens de medicamentos contendo o cloridrato de amilorida, e que
existe um medicamento referéncia, dois genéricos e dois similares de cada dosagem

registrados na Anvisa.

No Quadro 3 estdo descritos 0s excipientes presentes nos produtos disponiveis no
mercado brasileiro contendo hidroclorotiazida e cloridrato de amilorida. Os
medicamentos referéncia, genérico 1 e similar 1 foram utilizados neste trabalho para

avaliacdo do perfil de dissolucdo do farmaco em questao.



Quadro 3: Excipientes presentes nos produtos contendo cloridrato de amilorida disponiveis no mercado brasileiro.

Medicamento Funcéo Produtos
¢ Referéncia | Genérico 1 | Genérico2| Similar 1 | Similar 2
Lactose Diluente X X X X
Fosfato de calcio Diluente X X X X
dibasico
Amido de milho Diluente/Desintegrante X X X X X
A”,”'do d? r_mlho Aglutinante X X
pré-gelatinizado
Goma-guar Desintegrante/Aglutinante X
Estearato de Lubrificante X X X X X
magnésio
Corante am,ar_elo X X X X X
laca aluminio
Amidoglicolato de Desintegrante X X X
sodio
Bicarbonato de Alcalinizante X X
sodio
Laurilsulfato de L ubrificante X X X

sodio

Cellactose Diluente/Aglutinante X




Medicamento Funcéo
Produtos
Referéncia Genérico 1 | Genérico2 | Similar 1 Similar 2
i Celu_lose_ Diluente/Desintegrante X
microcristalina
Dioxido de silicio Desintegrante X
Povidona Desintegrante/Aglutinante X X
Croscarmelose Desintegrante X
Agua purificada X X X
Alcool etilico X X

95
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Os excipientes sdo importantes componentes das formulacdes farmacéuticas e seu
uso deve considerar a via de administracdo, a forma farmacéutica, as caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco, a acdo terapéutica desejada e os fatores tecnoldgicos da
producdo (BUENO; RECH, 2009).

Ao analisar 0 Quadro 3 é possivel observar relativa semelhanca entre o0s
medicamentos estudados. O medicamento referéncia, o genérico 2 o similar 1 possuem o
mesmo numero de excipientes (oito excipientes) enquanto o genérico 1 possui a maior
diversidade (onze excipientes). A variacdo qualitativa e quantitativa dos excipientes em
uma formulacdo pode interferir com o desempenho das formas farmacéuticas
(BONAMICI, 2009).

Ha trés excipientes em comum nos medicamentos: amido de milho, estearato de
magnésio e corante laca aluminio. O medicamento genérico 1 possui sete excipientes
semelhantes ao medicamento referéncia (lactose, fosfato de célcio dibasico, amido de
milho, amido de milho pré-gelatinizado, estearato de magnésio, corante amarelo laca
aluminio e agua purificada) sendo trés deles comuns aos demais medicamentos (amido

de milho, estearato de magneésio e corante laca aluminio).

Em relagio a estes trés excipientes comuns aos medicamentos o corante laca
aluminio tem a funcéo de fornecer cor a formulacéo; o estearato de magnésio atua como
lubrificante, com a funcdo de reduzir o atrito entre o po e as estruturas metalicas durante
0 processo de producdo. Caso a quantidade de estearato de magnésio em uma formulagédo
estiver acima de 1%, pode ocorrer aumento do tempo de desintegracdo dos comprimidos
provocando interferéncia na velocidade de dissolucdo. Ja o amido de milho atua como
diluente e desintegrante com funcdo de facilitar a desagregacdo da massa comprimida,

aumentar a area superficial e promover a dissolucdo (BONAMICI, 2009).

Os medicamentos genérico 1 e 2 possuem em sua cComposi¢do um excipiente
critico, o laurilsulfato de sodio, excipiente utilizado como lubrificante que possui a
caracteristica de interferir na biodisponibilidade do farmaco (BRASIL, 2011a). No
contexto da bioisencéo, as agéncias regulatdrias preconizam que para o registro de novos
medicamentos por bioisengéo, estes devem possuir excipientes qualitativamente iguais e

guantitativamente semelhantes ao medicamento referéncia (EMA, 2010; FDA, 2015).
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5.7.2 Caracterizacao geral dos medicamentos
5.7.2.1 Determinacéo de peso

Os resultados da determinagdo do peso de cada produto analisado e dos valores
dos desvios percentuais em relacdo & média estdo descritos na Tabela 35.

Tabela 35: Resultados da determinacédo de peso realizado com 20 unidades de cada
produto e os desvios percentuais em relagdo a media.

Referéncia Genérico Similar
Desvio Desvio Desvio
Unidade | Peso (g) (%) Peso () (%) Peso (Q) (%)
1 0,24 1,81 0,24 1,54 0,15 -2,85
2 0,24 1,65 0,24 -0,25 0,16 1,82
3 0,23 0,63 0,24 -0,45 0,16 2,37
4 0,23 1,05 0,24 1,42 0,16 2,73
5 0,24 1,35 0,25 2,89 0,17 3,52
6 0,23 0,85 0,24 -0,37 0,16 -2,31
7 0,23 0,42 0,24 0,31 0,16 2,73
8 0,23 -0,42 0,24 0,19 0,15 -3,28
9 0,23 1,01 0,24 -1,07 0,16 -2,43
10 0,23 -0,08 0,24 0,76 0,16 -2,31
11 0,23 -0,67 0,24 -0,09 0,16 2,49
12 0,23 -1,18 0,24 0,19 0,16 -2,67
13 0,23 -1,30 0,24 -1,64 0,17 5,16
14 0,23 -1,30 0,24 -0,01 0,16 0,48
15 0,23 -0,37 0,24 0,11 0,15 -8,02
16 0,23 -0,88 0,24 0,11 0,17 6,13
17 0,23 -1,47 0,24 -0,45 0,16 2,37
18 0,23 -0,37 0,24 -0,04 0,15 -3,22
19 0,23 0,12 0,23 -2,42 0,15 -3,58
20 0,23 -0,84 0,24 -0,74 0,16 0,85
Média 0,23 0,24 0,16

Todos os produtos analisados cumpriram o limite especificado na Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo, pois os valores ndo diferem de £ 10,0% em relacdo ao peso médio
(BRASIL, 2010b).
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5.7.2.2 Teste de dureza

Na Tabela 36 sdo mostrados os resultados do teste de dureza de cada produto

analisado.

Tabela 36: Resultados do teste de dureza realizado com dez unidade de cada produto.

Dureza (N)

Unidade | Referéncia | Genérico | Similar
1 21,5 73,0 10,5
2 47,5 24,5 70,0
3 445 12,0 56,5
4 52,5 15,0 45,0
5 29,5 88,0 21,5
6 36,0 150,0 39,5
7 42,0 12,5 63,5
8 51,0 130,0 18,0
9 37,0 71,5 64,0
10 47,5 108,0 59,0

Meédia 40,9 68,5 44,75

O teste de dureza € um parametro cujo resultado é apenas informativo (BRASIL,
2010b). A dureza é uma caracteristica fisica que garante a integridade do comprimido,
permitindo que ele suporte choques mecanicos. Sua determinacdo é importante, uma vez
que esta relacionada com a desintegracdo e consequentemente com a dissolucdo do
farmaco (MESSA, et al., 2014).

5.7.2.3 Teste de friabilidade

Os resultados referentes ao teste de friabilidade dos trés produtos analisados séo
apresentados na Tabela 37.
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Tabela 37: Resultados do teste de friabilidade realizado com 20 unidades de cada
produto e o0s percentuais de perda.

Referéncia Genérico Similar
Peso inicial (g) 4,823 5,088 3,542
4,821 5,085 3,541

Peso final (g)

Todos os trés produtos cumprem o teste de friabilidade pois obtiveram perda igual
ou inferior a 1,5% de seu peso (BRASIL, 2010b).

5.7.2.4 Teste de desintegracao

Todas as seis unidades de cada um dos produtos analisados se desintegraram
dentro do limite especificado que € de 30 minutos, utilizando como meio agua a 37°C,

para desintegracao de comprimidos nao revestidos (BRASIL, 2010b).
5.7.2.5 Teor

Os resultados do teste de determinagéo do teor do cloridrato de amilorida no meio

TA (pH 4,5) em cada um dos produtos analisados séo apresentados na Tabela 38.

Tabela 38: Resultados da avaliacdo do teor para os trés produtos no meio TA (pH 4,5)

(n=3)
Concentragéo Concentragéo Teor
Produtos tedrica (ug/mL) experimental (mg/mL) (%)
Referéncia 4,98 99,62
Generico 5 4,20 84,05
Similar 4,36 87,24

Como pode ser observado na Tabela 38, a quantidade de fArmaco presente nos trés
medicamentos, nas condi¢cdes experimentais aqui utilizadas, esta entre 84 e 99%. Os
valores preconizados na Farmacopeia Brasileira sdao de no minimo, 90,0% e, no maximo,
110,0% da quantidade declarada de cloridrato de amilorida (BRASIL, 2010b). Dessa
forma, podemos verificar que somente 0 medicamento referéncia atendeu as exigéncias

da Farmacopeia Brasileira 52 edicéo.
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5.8 Perfil de dissolucéo dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida

Os gréaficos dos perfis de dissolucdo dos trés produtos analisados nos meios
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) sdo mostrados nas Figuras 34, 35 e 36.
O célculo da porcentagem dissolvida foi realizado considerando como 100% o teor

encontrado experimentalmente neste trabalho.

Figura 34: Perfis de dissolu¢cdo médios de 12 unidades do cloridrato de amilorida 5 mg
no meio FGSSE (pH 1,2). A linha tracejada indica 85% de cedéncia.
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Figura 35: Perfis de dissolugcdo médios de 12 unidades do cloridrato de amilorida 5 mg
no meio TA (pH 4,5). A linha tracejada indica 85% de cedéncia.
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Figura 36: Perfis de dissolucdo médios de 12 unidades do cloridrato de amilorida 5 mg
no meio SESSE (pH 6,8). A linha tracejada indica 85% de cedéncia.
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Os estudos de dissolucdo foram realizados mantendo-se as condicdes
experimentais que garantem a ndo saturacdo do sistema (condic¢do sink) possibilitando

assim, prever melhor o comportamento in vivo.

Para que um farmaco possa ser passivel de bioisencdo em um novo medicamento
€ necessario que, além de possuir alta solubilidade e permeabilidade, sua dissolu¢do
ocorra de forma répida, ou seja, 85% dissolvido em 30 minutos (BRASIL, 2011a; EMA
2010; FDA, 2015; WHO, 2015). Assim, novos produtos contendo o cloridrato de
amilorida, s6 poderiam ser bioisentos se a dissolucédo for rapida (85% em 30 minutos),

uma vez que pertence a classe |1 do SCB.

Neste trabalho pode ser observado que, nas condicdes utilizadas, no meio FGSSE
(pH 1,2) os medicamentos genérico e similar obtiveram dissolucéo rapida (Figura 34).
Ao analisar a Figura 35, podemos notar que todos os trés medicamentos liberaram 85%
ou mais do farmaco em 30 minutos no meio TA (pH 4,5). Ja no meio SESSE (pH 6,8),

nenhum dos medicamentos apresentou dissolucao rapida.

Nas Tabelas 39, 40 e 41 séo apresentadas as medias das porcentagens dissolvidas
das 12 unidades de cloridrato de amilorida em cada um dos meios FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) e os valores da eficiéncia de dissolucao dessas médias.



102

Tabela 39: Resultados médios dos perfis de dissolucdo de 12 comprimidos de cada um
dos produtos analisados e da eficiéncia de dissolu¢do no meio FGSSE (pH 1,2).

Meio FGSSE (pH 1,2)

Referéncia Genérico Similar
Tempo | % Dissolvida ‘ DP | % Dissolvida | DP | % Dissolvida | DP
0 0 0 0 0 0 0
2 51,00 4,03 26,05 1,82 21,90 9,57
6 71,46 2,78 79,74 2,35 79,25 12,36
10 74,37 1,98 86,05 3,50 91,37 4,02
15 74,87 1,62 89,16 4,02 93,73 3,63
20 74,63 1,48 91,35 5,76 94,15 391
30 74,28 1,33 93,00 5,02 94,42 3,97
40 73,61 1,37 93,70 5,42 94,14 4,16
50 72,86 1,35 93,22 5,36 93,50 4,16
60 72,14 1,40 94,87 6,20 92,92 4,23
ED (%) | 79,00 66,15 61,88

Tabela 40: Resultados médios dos perfis de dissolucdo de 12 comprimidos de cada um
dos produtos analisados e da eficiéncia de dissolu¢do no meio TA (pH 4,5).

Meio TA (pH 4,5)

Referéncia Genérico Similar
Tempo ‘ % Dissolvida ‘ DP | % Dissolvida ‘ DP | % Dissolvida ‘ DP
0 0 0 0 0 0 0
2 60,88 4,39 29,11 3,78 44,29 9,21
6 91,26 3,95 93,96 3,75 106,07 4,75
10 95,14 2,43 103,07 4,63 110,36 4,10
15 96,52 1,82 105,31 4,78 111,13 5,80
20 96,63 1,67 106,48 4,51 110,11 5,19
30 97,22 1,38 106,45 511 109,56 5,74
40 96,85 1,16 105,49 5,38 108,89 6,13
50 96,03 1,01 105,43 5,19 107,96 6,30
60 95,46 1,15 106,87 6,21 107,01 7,15

ED (%) | 77,57 64,93 70,48
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Figura 41: Resultados médios dos perfis de dissolu¢édo de 12 comprimidos de cada um
dos produtos analisados e da eficiéncia de dissolu¢do no meio SESSE (pH 6,8).

Meio SESSE (pH 6,8)

Referéncia Genérico Similar
Tempo | % Dissolvida ‘ DP | % Dissolvida ‘ DP | % Dissolvida | DP
0 0 0 0 0 0
2 27,37 4,58 18,18 2,37 22,60 9,85
6 55,21 8,01 59,08 4,58 67,64 5,00
10 66,18 11,95 66,89 1,61 76,80 391
15 67,48 5,92 69,75 2,00 80,73 2,96
20 69,09 6,00 71,43 2,26 82,17 3,50
30 71,04 5,20 73,15 2,35 83,60 3,61
40 70,63 4,73 74,01 2,69 84,52 3,82
50 71,18 4,34 74,60 2,74 84,95 4,39
60 75,22 0,91 78,38 3,19 86,22 4,60
ED (%) | 65,78 | 63,48 | 64,06

Os valores dos resultados médios dos perfis de dissolugdo dos 12 comprimidos de
cada produto em cada um dos meios tamponados FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE
(pH 6,8) foram analisados por ANOVA com posterior teste de Tukey. Os resultados
indicam que ndo houve diferenca estatistica (P<0,05) na dissolucdo dos trés produtos em

cada meio tamponado.

Adicionalmente, os valores da eficiéncia de dissolucdo das 12 determinacfes em
cada meio tamponado também foram analisados por ANOVA com posterior teste de
Tukey. A eficiéncia de dissolucdo é um parametro que permite uma comparacdo mais
fidedigna entre diferentes produtos, além disso, esta relacionada com a quantidade real
do farmaco que se encontra dissolvida no meio e, dessa forma, pode-se ter um melhor

progndstico dos resultados in vivo (SERRA, et al., 2007).

Os resultados das andlises indicam que para o meio FGSSE (pH 1,2) houve
diferenca significativa (P<0,05) na eficiéncia de dissolu¢cdo do medicamento genérico e
similar em relacdo ao referéncia. Porém, ndo houve diferenca significativa entre o
genérico e o similar para este meio tamponado. Ja no meio TA (pH 4,5) houve diferenca
significativa (P<0,05) na eficiéncia de dissolucéo de todos os medicamentos analisados.
Jano meio SESSE (pH 6,8) ndo houve diferenca significativa na eficiéncia de dissolucéo
de todos os medicamentos analisados. Nas formas farmacéuticas sélidas, a dissolugédo

pode ser influenciada pelas caracteristicas inerentes ao proprio farmaco e também pela
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presenca de excipientes que atuam favorecendo ou dificultando a dissolucéo do farmaco
(FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

Na Figura 37 apresenta uma analise comparativa entre a eficiéncia de dissolucéo
dos produtos analisados em cada meio tamponado.
Figura 37: Eficiéncia de dissolucao de 12 unidades de cloridrato de amilorida de 5 mg

nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). Os dados foram analisados
por ANOVA com teste de Tukey. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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O cloridrato de amilorida apresentou maior solubilidade no meio TA (pH 4,5) e
neste mesmo meio foi observado que todos com produtos obtiveram dissolugdo rapida,

apesar de haver diferenca significativa na analise estatistica entre os produtos.
5.9. Bioiseng&o de medicamentos contendo o Cloridrato de Amilorida

No Brasil, os medicamentos contendo cloridrato de amilorida estdo disponiveis
no mercado somente em associacdo com o hidroclotiazida. Medicamentos com farmacos
em associacao somente podem ser bioisentos se todos 0s componentes ativos pertencerem
a classe 1 ou Il do SCB (FDA, 2015). Neste contexto, novos medicamentos com esta
associacdo ndo poderdo ser registrados por bioisengdo, uma vez que a hidroclorotiazida
tem sido relatada como um farmaco pertencente a classe 1V do SCB (LOBENBERG et
al., 2000).

Por outro lado, deve ser ressaltado que em outros paises ha a comercializacéo de

medicamentos contendo somente o cloridrato de amilorida. Para um farmaco ser bioisento
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é necessario que ele apresente altas solubilidade e permeabilidade, possua dissolugédo
répida (85 % em 30 minutos), que 0s excipientes sejam qualitativamente iguais e
quantitativamente semelhantes, possuam farmacocinética linear, sejam estaveis nos
liquidos do trato grastrointestinal e que possua ampla faixa terapéutica e auséncia de
evidéncias documentadas de bioinequivaléncia (FDA, 2015, BRASIL, 2016). Assim,
pode-se inferir que novos medicamentos contendo somente o cloridrato de amilorida

poderdo ser bioisentos, desde que todos critérios para a bioisencao sejam comprovados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Foram desenvolvidos métodos para quantificacdo do cloridrato de amilorida por
CLAE-UV nos estudos de solubilidade e dissolugdo. O tempo de retencdo do farmaco
nas condi¢Oes experimentais mostrou-se adequado para as anélises desejadas. Os métodos
foram validados e se mostraram adequados quanto aos parametros linearidade, precisao,
exatiddo e seletividade nas faixas de concentracdes estabelecidas. A avaliacdo da
robustez, por sua vez, mostrou ser necessario um controle do fluxo e do volume de
injecao.

O estudo de solubilidade pelo método da agitagdo orbital em frasco demonstrou
que o cloridrato de amilorida possui alta solubilidade, confirmando os relatos da
literatura, porém agora atestando a realizacdo dos experimentos nas condic¢des exigidas
para alocacdo em uma das classes do SCB, ou seja, nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH
4,5) e SESSE (pH 6,8) a 37 °C. Foi encontrado na literatura um estudo de permeabilidade
realizado em modelo de perfusdo intestinal humana que demonstrou ser o cloridrato de
amilorida um farmaco de alta permeabilidade (absorcao intestinal >90%) (LENNERNAS
etal., 2002). Levando-se em consideragéo estes resultados o cloridrato de amilorida pode

ser alocado como um farmaco pertencente a classe |1 do SCB.

Neste trabalho foi comprovado que o farmaco possui alta solubilidade,
estabilidade nos liquidos semelhantes ao trato gastrointestinal; adicionalmente foi
encontrado na literatura trabalho que identifica o farmaco como de alta permeabilidade
por meio de estudo em humanos. Sendo assim, novos produtos contendo o cloridrato de
amilorida poderdo ser bioisentos se atenderem aos demais critérios relatados como

necessarios.
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