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AVALIAGAO DA QUALIDADE DE CAPSULAS MANIPULADAS DE
ANTIHIPERTENSIVOS.
VALIDAGAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS: TITULOMETRICA,
ESPECTROFOTOMETRICA E CROMATOGRAFICA.

Resumo

O presente trabalho apresenta metodologias de avaliagdo dos parametros
qualitativos e quantitativos de capsulas de trés farmacos antihipertensivos: atenolol,
enalapril e propranolol. Foram feitas analises preliminares de controle de qualidade
da matéria-prima utilizada na manipulacdo das capsulas, incluindo: avaliagdo dos
caracteres organolépticos, analise da solubilidade, determinagcdo de pH,
determinacao da faixa de fusdo, analise da densidade, determinacdo de umidade e
avaliacdo do laudo de analise do fabricante. A analise por espectrofotometria no
infra-vermelho  foi utilizada para atestar a identidade dos farmacos. Foram
validadas metodologias de doseamento dos farmacos segundo parametros
farmacopéicos. O teor dos farmacos foi determinado por titulacido potenciométrica,
espectrofotometria ultra-violeta e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram
manipuladas capsulas pela técnica de preenchimento por nivelamento. A primeira
etapa do controle de qualidade das capsulas manipuladas foi a determinacéo de
variacéo de peso e peso médio. A avaliagdo da uniformidade das capsulas foi feita
através da avaliacdo da uniformidade de conteudo, pelo doseamento de dez
capsulas individualmente. Foram validadas metodologias de determinacédo de teor
de capsulas por titulacdo potenciométrica, espectrofotometria ultra-violeta e
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O tempo de dissolugdo também foi
determinado. A interagcdo dos farmacos com excipientes foi analisada pela técnica
de difracdo de raios-X. As metodologias de doseamento bem como as rotas de
validac&o sugeridas podem ser utilizadas por laboratérios de controle de qualidade

de farmacias de manipulagéo.

Palavras chave: atenolol, capsulas, enalapril , propranolol, qualidade



QUALITY VALUATION OF ANTIHIPERTENSIVES COMPOUNDED CAPSULES.
VALIDATION OF TITRIMETRIC, SPECTROPHOTOMETRIC AND
CHROMATOGRAPHIC ANALITICAL METHODOLOGIES

Abstract

This work presents quantitative and qualitative valuation approaches for
capsules of these three drugs: atenolol, enalapril and propranolol. Has been done
preliminary analysis of quality control of raw material used in capsules compounding,
including: organoleptical characters evaluation, solubility analysis, pH determination,
fusion band determination, density analysis, water determination and evaluation of
producer appraisal. Infrared spectrophotometrical analysis was used to certify the
drug identity. Drugs assay methodologies were validated according pharmacopeical
parameters. The drug percentage was determinated by potenciometric titration, ultra
violet spectrophotometry and high performance liquid chromathography. Were
compounded capsules. The first step of compounded capsules quality control was
the mid weight determination and weight variation. The uniformity of capsules
evaluation has been done by assay of ten capsules severaly. Approaches of
capsules assay determination were validated by potenciometric titration, ultra violet
spectrophotometry and high performance liquid chromathography. The dissolution
time was also determinated. The drug interaction with excipient was analysed by X-
ray difraction methodology. The assay methodologies as well the validation route hint

may be applied in quality control laboratories of compounding pharmacies.

Key words: atenolol, capsules, enalapril , propranolol, quality



AVALIAGAO DA QUALIDADE DE CAPSULAS MANIPULADAS DE
ANTIHIPERTENSIVOS.
VALIDAGAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS: TITULOMETRICA,
ESPECTROFOTOMETRICA E CROMATOGRAFICA.

1. Introdugao

As doengas cardiovasculares ocupam o primeiro lugar como causa mortis nos
paises civilizados (Korolkovas et al., 2000). Dados referentes a morbidade hospitalar
no Sistema Unico de Saude (SUS), por grupos de doencas, no ano de 1999,
registraram o total de 43.154 internagdes devido a doengas no aparelho circulatério
em Santa Catarina. De acordo com o Ministério da Saude/SE/ Datasus - Sistema de
Informacdes Hospitalares do Sistema Unico de Saude - SIH/SUS (1999),
registraram-se ainda 1.100.752 casos de internagbes pelo mesmo motivo no Brasil.
A mesma pesquisa revelou também a percentagem de internagdes por grupos de
doencas, enquadrando as do aparelho circulatério como a quarta maior causa de
internagdes no SUS, totalizando 10,61% das internagdes no ano de 1999, no estado

de Santa Catarina, e 9,21% no Brasil.

Os niveis de pressao sanguinea s&o continuamente relacionados com o risco
de disturbios vasculares. A hipertensdo arterial é uma doenga cardiovascular
definida como a pressao arterial igual ou superior a 140 mm Hg x 90 mm Hg por um
extenso periodo de tempo (McPhee et al., 1997). Na policlinica do SUS do Centro de
Saude Il em Florianodpolis, sdo atendidos em média cinco pacientes hipertensos por
dia.

A doenca pode ser parcialmente controlada por modificagdo no estilo de vida,

adequacgao do peso corporal, restricdo do consumo de sal na dieta, moderagéo no



consumo de alcool, abstencdo do fumo e aumento da atividade fisica (Korolkovas et
al., 2000).

Se a resposta ao tratamento ndo farmacoldgico nao for suficiente, este deve
ser coadjuvado pela terapia com farmacos antihipertensivos. Os farmacos
antihipertensivos podem ser divididos em agentes antihipertensivos iniciais e

suplementares.

Dentre os iniciais, incluem-se: diuréticos, inibidores adrenérgicos (o e B
bloqueadores), inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),

antagonistas do calcio e antagonistas do receptor da angiotensina II.

Os suplementares sdo os antagonistas o, de acdo central, antagonistas
adrenérgicos de acgao periférica e os vasodilatadores diretos (Korolkovas et al.,
2000). Estudos anteriormente publicados conduzem a dados que mostram
evidéncias claras de uma menor incidéncia dos principais disturbios
cardiovasculares apos o tratamento da hipertensdo com farmacos antihipertensivos
(Chalmers et al., 1999).

Conforme os dados apresentados, a morbidade hospitalar no SUS, referente
aos disturbios cardiovasculares € elevada. A hipertensdo € uma doenga cronica, e
exige tratamento prolongado, adesdo e continuidade. No Centro de Saude Il em
Floriandpolis, os medicamentos que o SUS fornece sao: metildopa, hidroclorotiazida
e propranolol; entretanto, o tratamento indicado € especifico para cada paciente.
Podem ser necessarios outros medicamentos, ou ainda doses diferentes das
apresentacdes comerciais existentes, especialmente para adequacgao da dose ideal
na regularizacéo da presséao arterial de cada paciente. A farmacia de manipulagéo é,
entdo, uma alternativa para tratamentos especificos com doses individualizadas, o

que resulta num crescente aumento da procura por medicamentos manipulados.

Um outro fator que pode contribuir para uma maior procura pelos
medicamentos manipulados, é o fato de os custos destes medicamentos, em geral

serem relativamente menores do que os medicamentos industrializados. A farmacia



de manipulagdo tornou-se uma opg¢ao para promover a aquisicdo de medicamentos
por menores custos, resultando assim num crescente aumento da procura por

medicamentos manipulados.

O numero de estabelecimentos fornecedores destes servicos também
aumentou. De acordo com dados fornecidos pelo Conselho Regional de Farmacia
em Santa Catarina, houve um aumento acentuado no numero de farmacias de
manipulacdo de 1964 a 2001, representando um crescimento total de 12.500%.
(Anexo A e B)

Assim, a preocupacado com a qualidade dos medicamentos manipulados de
forma a atender aos requisitos de qualidade tem sido demonstrada pelos usuarios
destes farmacos, bem como pelos profissionais de saude, principalmente em se
tratando de uma doenga grave e crénica. A avaliagdo da qualidade de farmacos

antihipertensivos manipulados é de fundamental importancia no contexto atual.

Este trabalho visa a sugerir metodologias de avaliagdo da qualidade de
capsulas manipuladas a partir de diferentes aspectos. Como ferramenta, serao
avaliadas capsulas de trés farmacos antihipertensivos: atenolol, enalapril e
propranolol. As capsulas servirdo como instrumentos de avaliagdo das técnicas
sugeridas, em se tratando de uma classe de medicamentos onde aspectos como
dosagem e seguranga terapéutica sao indicativos de qualidade que podem ser vitais

para 0s usuarios.

E importante ressaltar que o objetivo deste trabalho n&o reside na qualificacéo
das capsulas em si segundo critérios de adequacéo, mas na validacdo dos métodos
de analise de qualidade. Esclarega-se, portanto, que o objeto deste trabalho é

metodoldgico e ndo material.

Como proposto, o objetivo ndo é generalizar conclusdes a respeito das
capsulas manipuladas em farmacias, mas, sim, apresentar diretrizes para que a
avaliagdo da qualidade das capsulas possa ser adotada por farmacias de

manipulagéo.



Em sintese, este trabalho busca a validagdo de metodologias analiticas para
aplicacdo em capsulas manipuladas de antihipertensivos, suprindo a necessidade
dos farmacéuticos nos aspectos de determinacdo qualitativa e quantitativa da

qualidade de farmacos visando a garantia da qualidade de produtos manipulados.

Atende-se assim, a um apelo da populagédo usuaria de medicamentos e dos
profissionais médicos em garantir a qualidade dos produtos; bem como dos préprios
farmacéuticos na busca constante da perfeicdo nos processos de manipulagado de

medicamentos.

2-Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar metodologias de andlise de capsulas manipuladas de
antihipertensivos, contribuindo para a garantia da qualidade de produtos

manipulados.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a metodologia de manipulacdo de capsulas através dos resultados obtidos,

visando ao aperfeicoamento dos processos de manipulacio.



- Determinar técnicas de avaliagado da qualidade de capsulas de atenolol, propranolol
e enalapril, desde o processo de controle de qualidade da matéria-prima até o

produto acabado.

- Desenvolver e validar metodologia analitica para doseamento do farmaco e de
capsulas de atenolol, propranolol e enalapril por titulagdo potenciométrica,

espectrometria de absorgao no ultravioleta e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

- Comparar e discutir o uso de diferentes metodologias analiticas para o doseamento

do farmaco e de capsulas de atenolol, propranolol e enalapril.

- Sugerir técnicas que possam ser usadas por farmacias de manipulagéo para o

controle de qualidade de capsulas.

2.3 Impactos esperados

- Reconhecimento pela comunidade cientifica das metodologias desenvolvidas e

validadas.

- Divulgagcdo e disponibilizagcdo das técnicas desenvolvidas e validadas para
farmacias de manipulagdo e centros analiticos de controle de qualidade de

medicamentos.

- Aperfeigoamento de processos de manipulagao de medicamentos.



- Valorizacdo do profissional farmacéutico e do seu papel na manipulacdo de

medicamentos.

- Atestar a potencialidade de produzir medicamentos manipulados com qualidade.

- Valorizagao do programa de Pés Graduagao em Farmacia da Universidade Federal

de Santa Catarina.



3 Revisao bibliografica
3.1 Revisao bibliografica dos farmacos
3.1.1 Atenolol

Embora ainda ndo descrito na farmacopéia brasileira, o farmaco atenolol
possui monografia oficial nas farmacopéias americana, européia e britanica (The
United States Pharmacopeia USP 24, 2000 (USP, 2000); European Pharmacopoeia,
1997 (EP, 1997), British Pharmacopoeia 2000 (BP, 2000).

3.1.1.1 Caracteristicas quimicas
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Figura 1: Estrutura quimica do atenolol

O farmaco de nome quimico (R)-4-[hidroxi-3-isopropilaminopropoxi]

fenilacetamida, é denominado Atenolol (Munson,1996; Korolkovas et al., 2000).



Constitui-se um B-bloqueador hidrofilico, de formula molecular C14H22N2O3 e peso
molecular 266,34 (Reynolds, 1996).

3.1.1.2 Agéo

Atenolol é um antagonista de longa duragdo de acdo dos receptores
adrenérgicos, possuindo relativa cardioseletividade (4, sem atividade
simpatomimética intrinseca ou estabilizadora de membrana, que ocorre com alguns
medicamentos antihipertensivos (USP DI, 1991; Reynolds, 1996; Munson, 1996;
Korolkovas et al., 2000).

Exerce atividade cronotropica e inotropica negativa pela inibicdo dos

receptores 31 adrenérgicos do miocardio (McEvoy, 1999).

Em pacientes hipertensos a administracdo oral de atenolol reduz
significativamente a pressao sanguinea sistélica e diastolica de repouso e atenua o

aumento da pressao sanguinea induzida por exercicios (Wadworth et al., 1991).

E eficaz e geralmente bem tolerado em pacientes com todos graus de
hipertensdo. Dados de estudos comparativos mostram que quando administrado
oralmente, atenolol reduz a pressao sanguinea em proporgdes similares a doses
terapéuticas usuais de outros antagonistas [ adrenérgicos, inibidores da enzima
conversora de angiotensina, antagonistas do calcio,... Ha evidéncias de reducao da
mortalidade por disturbios cardiovasculares durante a terapia prolongada com

atenolol em pacientes com hipertensao (Wadworth et al., 1991).



3.1.1.3 Indicagoes

As indicacbes terapéuticas sao o tratamento da hipertensdo, angina pectoris
aguda ou crénica. E usado para reduzir o risco de mortalidade cardiovascular no
controle do infarto agudo do miocardio, e pacientes que estdo hemodinamicamente
estaveis e no tratamento de taquiarritmias atriais. (Munson,1996; Reynolds, 1996;
McEvoy, 1999).

3.1.1.4 Apresentagoes e Dosagens

Para o controle da hipertensdo, a dosagem inicial para adultos € de 25,0 a
50,0 mg uma vez ao dia. A dosagem oral pode ser aumentada para 100,0 mg diarias
para a resposta otima. O efeito total € usualmente estabelecido dentro de duas
semanas. A maioria dos pacientes hipertensos respondem a uma dosagem diaria
de 50,0 a 100,0 mg. Atenolol geralmente € administrado uma vez ao dia. A
administracdo de mais de uma dose ao dia para o controle da hipertensao

usualmente nao é necessaria (Munson, 1996; McEvoy, 1999).

E improvavel que o aumento da dose de atenolol acima de 100,0 mg ao dia
resulte em beneficio adicional para pacientes recebendo monoterapia ou terapia
combinada com outros medicamentos. Em doses maiores, inibe também os
receptores [B,, principalmente os localizados na musculatura bronquial e vascular.
Sua poténcia B bloqueadora é 1, igual a do propranolol (Wadworth et al., 1991;
Korolkovas et al., 2000).



No Brasil, € encontrado sob a forma de comprimidos de 25,0, 50,0 bem como
100,0 mg, e em farmacias de manipulagdo sob a forma de capsulas nas

concentracdes prescritas pelos médicos.

Formulagdes gastro-resistentes tiveram menor biodisponibilidade do que
formas de liberagao imediata, em estudos comparativos entre capsulas de liberagcao
prolongada e comprimidos de liberagdo imediata. A presenga de comida no
estbmago pode atuar como um reservatorio para as formas de liberagdo imediata,

aumentando a sua biodisponibilidade (Rouge et al., 1998).

3.1.1.5 Absorgao

O atenolol é rapida, porém incompletamente absorvido pelo trato gastro-
intestinal. Apenas cerca de 50 a 60% de uma dose oral de atenolol é absorvida. O
pico de concentragao plasmatica igual a 1-2 ug/mL € alcangado 2 a 4 horas apds a
administracao oral (Wadworth et al., 1991; McEvoy, 1999; Reynolds, 1996;
Korolkovas et al., 2000).

O efeito de atenolol na taxa cardiaca tem inicio apds 1 hora, alcanga o pico
em 2 a 4 horas e persiste 24 horas apdés a administragao oral do farmaco. O efeito
antihipertensivo e bloqueio B adrenérgico de uma dose oral de 50,0 a 100,0 mg

persiste por 24 horas (McEvoy, 1999).

3.1.1.6 Distribuicao



O atenolol € amplamente distribuido na maioria dos tecidos exceto no sistema
nervoso central, embora sejam relatadas pequenas fracbes da dose administrada
atravessando a barreira hemato-encefalica (Wadworth et al., 1991; Korolkovas et al.,
2000).

O farmaco atravessa a placenta facilmente sendo detectado no cordao
umbilical. Durante a administragao continuada, as concentragdes no soro do feto sao
equivalentes a do soro materno. Atenolol € excretado no leite materno, onde tém
sido detectadas concentragbes maiores do que as no plasma materno (Reynolds,
1996; Wadworth et al., 1991; McEvoy, 1999).

3.1.1.7 Eliminagao

A ligacéo a proteinas plasmaticas € minima: aproximadamente 6 a 16%. Em
pacientes com fungao renal normal, atenolol tem uma meia-vida de 6 a 7 horas. A
eliminacdo é cerca de 6 L/h (100 mL/min). O metabolismo hepatico € minimo.
Aproximadamente 40 a 50% de uma dose oral é excretada inalterada na urina. O
restante € excretado inalterado nas fezes, principalmente como farmaco nao
absorvido. Cerca de 1 a 12% é removivel por hemodialise (USP DI, 2000; Wadworth
et al., 1991; McEvoy, 1999; Korolkovas et al., 2000).

O farmaco tem muito baixa solubilidade lipidica. E removivel por hemodialise
(USP DI, 2000; Korolkovas et al., 2000).

3.1.1.8 Efeitos adversos



Os efeitos adversos mais frequentemente relatados durante a terapia oral de
atenolol para hipertensao, angina pectoris e arritmias sdo: bradicardia, extremidades
frias, sintomas gastrointestinais, fadiga, fraqueza, pesadelos, disturbios do sono, dor
de cabeca, disturbios sexuais. Em geral, esses efeitos sdo moderados, usualmente
tornando-se menos frequentes com a terapia continuada. Na maioria dos casos
estudados, necessita-se da retirada do tratamento em apenas 3 a 6% dos pacientes
(Wadworth et al.,1991).

Teoricamente, ha risco reduzido de broncoespasmo, hipoglicemia, e
vasoconstricao periférica quando as dosagens diarias estdo nas faixas menores, por
causa da cardioseletividade. A reducao da dosagem € necessaria na insuficiéncia

renal, mas nao na insuficiéncia hepatica (USP DI, 2000).

3.1.1.9 Doseamento do Atenolol:

A farmacopéia européia apresenta como método de doseamento para o
atenolol a titulacdo potenciométrica em meio nao-aquoso, utilizando acido perclorico
como titulante (EP, 1997). O mesmo método de doseamento em meio ndo-aquoso é

apresentado na monografia do farmaco na farmacopéia britanica (BP, 2000).

Nao ha método farmacopéico para o doseamento de capsulas de atenolol.
Para os comprimidos, a farmacopéia britanica apresenta o método da
espectrometria de absorgao no ultravioleta utilizando uma solugéo contendo 0,01%

de atenolol analisada no comprimento de onda de 275 nm (BP, 2000).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é descrita na farmacopéia
americana como metodologia para o doseamento tanto do farmaco quanto de
comprimidos de atenolol (USP, 2000).



Diversas metodologias tém sido propostas para a determinagao de farmacos
B-bloqueadores como atenolol e propranolol, e o principal foco tém sido nas
metodologias envolvendo cromatografia liquida de alta eficiéncia, isoladamente, ou
em combinagdo com outros métodos. Uma outra tendéncia € a busca de
metodologias para a determinagdo simultdnea de diferentes farmacos em

associacgao, ou otimizacao de metodologias para uma mesma classe de farmacos.

Relata-se o desenvolvimento de método cromatografico de alta eficiéncia para
a determinacdo simultanea de atenolol e anlodipina, com resultados exatos, precisos

e lineares (Argekar e Powar, 2000).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi utilizada para
quantificagdo de atenolol simultaneamente a antagonistas do calcio, com eluigdo em

condicoes isocraticas (Patel et al., 1998).

Para a completa resolugcdo e determinacao do beta-bloqueador atenolol e
principais impurezas foi desenvolvido um método cromatografico. O método permite
a determinacido precisa das impurezas e da poténcia do atenolol, na forma de
farmaco puro ou em comprimidos. A técnica utiliza coluna C-18 de ago inoxidavel
com 300 x 3,9 mm e fase movel contendo metanol, 25 mM ortofosfato dihidrogenio
de potassio com 0,06% (v/v) dibutilamina (20:80, v/v) pH 3. Foi usada uma taxa de
fluxo de 1 mL/min e deteccdo em comprimento de onda 226 nm. A aplicacdo do
método a comprimidos de 50,0 e 100,0 mg proveu recuperagdo de 99% e

reprodutibilidade de 1,1 e 0,52 %, respectivamente (Pawlak e Clark, 1992).

A anadlise de amostras comerciais de comprimidos e capsulas de R-
bloqueadores inclusive atenolol e propranolol foi realizada através de técnicas de
CLAE e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). O
conteudo de uma unica capsula ou de um unico comprimido foi diluido, sonicado por

aproximadamente meia hora e tomadas aliquotas para analise (Abdel-Hamid, 2000).

Foram validadas metodologias analiticas usando CLAE com detecgao

ultravioleta para a quantificacdo de  B-bloqueadores, demonstrando



proporcionalidade, precisao e exatidao. O uso de apenas um tipo de coluna de fase
reversa e fase movel para todos B -bloqueadores permite a analise de um grande

numero de amostras em pouco tempo (Modamio et al., 1996).

O tipo de coluna e a composicdo da fase movel influenciam a separagao
cromatografica. Uma selegcdo inapropriada das condigbes cromatograficas pode
levar a falhas na deteccéo, separacdo incompleta e resultados errdbneos (Abdel
Hamid, 2000).

Os componentes de um sistema de CLAE com deteccdo no ultravioleta
proposto na literatura sdo uma coluna 5 pym C-18 (125 x 4 mm d.i.), e fase movel
constituida de acetonitrila e tampao fosfato (pH 3,0 ; 0,067 M) com 0,2 % p/v de

trietilamina (Modamio et al., 1996).

As metodologias CLAE para R-bloqueadores geralmente requerem fase mével
contendo trés componentes: acetonitrila ou metanol para controlar a retencéo,
tampao para controlar a forga ibnica e o pH da fase movel, e pareamento i6nico. Os
reagentes devem prover a adequada retengcdo dos R-bloqueadores ou aminas
organicas como agentes mascaradores para diminuir a cauda do pico. Um estudo
demonstrou que a adigao de alquilaminas ou aminas organicas nao é essencial para
a adequada separagao dos R-bloqueadores, diminuindo a complexidade da analise,
e protegendo a coluna C-18, que tém a vida util diminuida por estes compostos
(Basci et al., 1998).

A polaridade da fase movel tem um efeito dominante sobre o comportamento
cromatografico de solutos em CLAE. Assim, a retengcao de R-bloqueadores em
diferentes concentragdes de acetonitrila em tampao fosfato (10 mM, pH 3,0) foi
averiguada. O aumento da concentragédo de acetonotrila em tampé&o fosfato reduz os
fatores de capacidade dos R-bloqueadores por causa da diminuicdo da polaridade
da fase movel. Em determinado estudo, o propranolol foi adequadamente separado,
usando fase mével composta por 30% de acetonitrila, com a razdo de simetria de
pico de 70%. Porém, o farmaco atenolol ndo foi separado usando fase movel

contendo 30% de acetonitrila em tampao fosfato (Basci et al., 1998).



O farmaco atenolol ndo é adequadamente separado por uma fase movel
contendo 30% de acetonitrila por causa de sua alta hidrofilicidade e a adicdo de
alquil sulfatos e aminas orgénicas nao foi capaz de melhorar esta separacéo.
Utilizou-se metanol concomitantemente com acetonitrila, otimizando a separacgao,
com maior simetria de pico. Foi também demonstrado, que o metanol é bem
adsorvido em silica, promovendo uma fase estacionaria homogénea; podendo ser
este 0 mecanismo de melhora da simetria de picos. Foi alcangada boa simetria de
pico com a fase mével constituida por metanol, acetonitrila, tampéao fosfato (10 mM)
(15:15:70, vi/viv, pH 3,0), em uma coluna C-18 com tamanho de particula 10 ym e

300 x 3,9 mm de didametro interno (Basci et al., 1998).

Nas estratégias de separagcdo complementar descrita na literatura, diferentes
condigbes sao procuradas para obter a resolugdo desejada, mas os diversos
sistemas de separacdo sdo usualmente otimizados separadamente. Ha ainda a
proposta de um método de fases moveis complementares, podendo ter um efeito
consideravel na resolugdo de misturas complexas. O sucesso da separagao
depende da variagdo na seletividade dos compostos eluidos (Vivo-Truyols et al.,
2000).

Foi usada CLAE acoplada a ionizagao eletrospray e espectrometria de massa
na determinagao de R-bloqueadores, incluindo atenolol e propranolol. Investigou-se
a otimizacdo da fase estacionaria para a técnica, com o objetivo de obter o melhor

sinal na espectrometria de massa e melhor forma do pico (Needham et al., 2000).

Para a avaliacdo das fases estacionarias de CLAE é preciso cautela na
selecao dos componentes testados e parametros teste, bem como quanto ao

tratamento e apresentagéo dos resultados (Law, Houghton e Ballard, 1998).



3.1.2 Enalapril

Embora ainda n&o descrito na Farmacopéia Brasileira, o farmaco enalapril
possui monografia oficial nas Farmacopéias Americana, Britdnica e na Farmacopéia

Européia (USP 2000; BP, 2000; European Pharmacopoeia Supplement, 2001 (EP,
2001).

3.1.2.1Caracteristicas quimicas
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Figura 2: Estrutura quimica do maleato de enalapril

O enalapril € um farmaco de férmula molecular CH2sN2.0Os5,C4H4O4 € peso
molecular 492,5. Sua denominacao quimica é (2S)-1-[(2S)-2-[[(1S)-1-(etoxicarbonil)-
3-fenilpriJamino]propanoil]pirrolidina-2- acido carboxilico (Z)-butenedioato. E um
derivado peptidico sintético. Corresponde ao éster etilico da 1-[[carboxi-3fenilpropil]-

L-alanil]-L-prolina (Korolkovas, 2000).



Enalaprilato e enalapril sdo inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA). Enalapril, o etiléster do enalaprilato, € um pro-farmaco e tem uma pequena
atividade farmacoldgica até ser hidrolisado no figado a enalaprilato. O farmaco é
comercialmente disponivel como maleato de enalapril e difere estruturalmente do
enalaprilato pela presenga de um grupo etoxicarbonil ao invés de um grupo
carboxilico na posi¢cao 1 da 1-alanil-1-prolina e pela presenca do sal maleato. Estas
modificagdes estruturais resultam em aumento da absorgdo gastro-intestinal do
enalapril comparado ao enalaprilato o qual é fracamente absorvido pelo trato gastro-

intestinal.

Enalapril é estruturalmente e farmacologicamente similar ao captopril, mas
contém um nitrogénio disubstituido ao invés de um grupo sulfidrilico na posigéao 3 de
2 metil-oxoprolil-1-prolina. A falta do grupo sulfidrila no enalapril pode resultar na
diminuicao dos efeitos adversos como reacdes cutineas, alteragdes de paladar e

proteinuria (McEvoy, 1999; Korolkovas, et al., 2000).

3.1.2.2 Acgoes

O farmaco atua reduzindo a pressdao sanguinea e produzindo efeitos
hemodinamicos benéficos em pacientes com faléncia cardiaca congestiva
principalmente pela supressdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona. A
clivagem da angiotensina | em angiotensina |l é inibida. Esta possui agéo
vasoconstritora que estimula a secre¢cao de aldosterona e hormdénio antidiurético
(Munson, 1996; McEvoy, 1999).

Evidéncias crescentes sugerem que o principal mecanismo de agao de
inibicio da ECA pelo enalaprii e suas mudancas hemodindmicas benéficas
resultantes sao subsequentes a redugao direta dos niveis de angiotensina Il nos

vasos sanguineos, levando a dilatagdo dos vasos periféricos e reducdo da



resisténcia vascular o que resulta na diminuigdo da pressao sanguinea. Alguns
estudos tém sugerido uma possivel contribuicdo do papel desempenhado pelo

sistema simpatico e mudancas nas cininas vasoativas ou prostandides.

O tratamento diminui a pressdo sanguinea por diminuir a resisténcia vascular
periférica sem aumentar a taxa de batimentos cardiacos. E eficaz em diminuir a
pressao sanguinea em todos os graus de hipertensdo essencial e renovascular
(Todd e Goa, 1992).

A redugdo da mortalidade no tratamento vasodilatador da faléncia cardiaca

com enalapril é atribuida a redugao da incidéncia de morte subita (Sato, 1996).

A terapia com inibidores da enzima conversora de angiotensina adia a
deterioragdo e aumenta a sobrevida na insuficiéncia cardiaca congestiva cronica e
disfuncdo do ventriculo esquerdo. Estudos indicam que a principal razdo para a
inibicdo da ECA em casos estudados, e apoés infarto do miocardio € a modulacéo da

ativacao neurohormonal prolongada (Sigurdsson e Swedberg, 1995).

O farmaco enalapril produz regressao da hipertropia do ventriculo esquerdo e
aumento na capacidade de exercicio em pacientes com angina microvascular (Iriarte
et al., 1995).

Beneficio substancial & oferecido pelo enalapril a pacientes com disfuncao
sistélica do ventriculo esquerdo, prevenindo o remodelamento adverso ventricular, o
desenvolvimento de faléncia cardiaca clinica, reduzindo as taxas de hospitalizagao
por faléncia cardiaca e em alguns estudos, diminuindo a mortalidade. A maioria dos
beneficios derivados parecem estar associados com a prevengao da hipertrofia do
ventriculo esquerdo, dilatacdo e disfungado, resultando na prevencado da faléncia

cardiaca. (Konstam, 1995).

Nas dosagens terapéuticas usuais em pacientes com hipertensdo essencial
média a severa, enalapril é tdo efetivo quanto outros inibidores da ECA, diuréticos,

B-bloqueadores, e outros medicamentos (Todd e Goa, 1992).



3.1.2.3 Indicagoes

O farmaco enalaprii como monoterapia reduz em cerca de 15 a 25% a
pressao sistolica e diastdlica , com a normalizagao da pressao diastolica ocorrendo

em cerca de 50 a 75% dos pacientes com hipertensado essencial ou renovascular.

A pressao sanguinea é reduzida pelo enalapril em pacientes com hipertenséo
essencial ou renovascular, com regressdo da hipertrofia do ventriculo esquerdo

durante a administragao prolongada (Todd e Goa, 1992).

3.1.2.4 Apresentagoes e Dosagens

Para o controle da hipertensdo de pacientes sem uso concomitante de
diuréticos a dosagem inicial usual em adultos € 2,5 a 5,0 mg ao dia administrada sob
supervisao. A dosagem do farmaco deve ser ajustada de acordo com a resposta da
pressdo sanguinea do paciente. A terapia com enalapril pode entdo ser comegada
na dosagem de 10,0 mg uma vez ao dia em disturbios moderados ou 20,0 mg para
casos mais severos, e a dosagem dobrada a cada 1 a 2 semanas para alcangar a
resposta maxima. A dosagem diaria de manutengao é de 10,0 a 40,0 mg (Todd e
Goa, 1992; McEvoy, 1999).



No Brasil, € encontrado sob a forma de comprimidos de 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0
mg, e em farmacias de manipulagdo sob a forma de capsulas nas concentragdes

prescritas pelos médicos.

3.1.2.5 Absorgao

Administrado sob a forma do sal maleato, aumenta-se a biodisponibilidade
sistémica do enalaprilato, inibidor ativo da ECA, que é fracamente absorvido em
humanos em razdo de sua alta polaridade. Apenas 3,0 a 12,0 % de uma dose oral
de enalaprilato é absorvida, enquanto que aproximadamente 55,0 a 75,0 % de uma
dose oral de maleato de enalapril € absorvida pelo trato gastro-intestinal, e os picos
séricos da concentracdo de enalapril sdo alcancados apds 1 hora, declinando
rapidamente depois. Os alimentos parecem nao afetar substancialmente a taxa ou
extensao de absor¢édo do maleato de enalapril. Apés administragao oral, o maleato
de enalapril parece sofrer metabolismo de primeira passagem, principalmente no
figado, sendo hidrolisado a enalaprilato, 0 qual alcanga picos de concentragéo
plasmatica cerca de 3 a 4 horas apdés a administracédo do enalapril (Todd e Goa,
1992; Reynolds, 1996; McEvoy, 1999; Korolkovas et al., 2000).

O efeito hipotensivo de uma dose oral de maleato de enalapril € evidenciado
dentro de uma hora e maximo em 4 a 8 horas, e geralmente persiste por 12 a 24
horas (McEvoy, 1999).

3.1.2.6 Distribuicao



Aproximadamente 50,0 a 60,0 % do enalaprilato é ligado a proteinas
plasmaticas. Dois sitios de ligacdo tém sido identificados. O enalaprilato parece
penetrar na maioria dos tecidos, em particular nos rins e tecido vascular, embora a
penetracdo no sistema nervoso central ndo tenha sido conclusivamente
demonstrada apds administragdo das dosagens terapéuticas. O farmaco nao se
acumula em nenhum tecido apds administragcdo de multiplas doses em animais.
Ocorre permeag¢ao minima no leite materno, porém o farmaco atravessa a placenta
(Todd e Goa, 1992; McEvoy, 1999).

3.1.2.7 Eliminagao

Apos a administragao oral, enalapril e enalaprilato sdo excretados na urina e

fezes. Em humanos saudaveis cerca de 60,0 a 78,0 % (destes, cerca de 43,0
a 56,0 % como enalaprilato e o restante como farmaco inalterado) de uma dose de
10,0 mg de maleato de enalapril € excretado na urina dentro de 24 a 48 horas apos
a administracdo e aproximadamente 33,0 % (cerca de 27,0 % como enalaprilato e
6,0 % como farmaco inalterado) é excretado nas fezes, representando a excregéo
biliar da droga nao absorvida (Todd e Goa, 1992; McEvoy, 1999).

A principal rota de eliminag&o é renal: 18L/h para enalapril e 8,0 a 9,5 L/h para
enalaprilato. O enalaprilato sofre uma eliminagdo polifasica com uma fase de
eliminagao inicial de cerca de 5 horas e uma fase prolongada terminal de 30 a 35
horas, refletindo a forte ligacdo do enalaprilato a ECA plasmatica (Todd e Goa,
1992).

A meia-vida efetiva de acumulagédo seguida de doses multiplas de enalapril é
relatada como sendo cerca de 11 horas em pacientes com funcdo renal normal
(Korolkovas et al, 2000; Reynolds, 1996).



A hemodidlise reduz a concentragdo sérica do enalaprilato em
aproximadamente 35,0 % (USP DI, 2000).

3.1.2.8 Efeitos adversos

Os efeitos adversos mais frequentes durante a terapia com enalapril ocorrem
em menos de 10,0 % dos pacientes, os quais s&o geralmente moderados,
transitérios e nao limitam a terapia: dor de cabeca, fraqueza, sonoléncia, dor
abdominal e palpitagbes. E provavel que muitos destes eventos ndo estejam
relacionados ao tratamento, mas mais propriamente a hipertensdo ou ainda podem
representar efeitos ndo especificos, pois ocorrem frequentemente em pacientes nao
medicados (Todd e Goa, 1992).

3.1.2.9 Doseamento do Enalapril

As farmacopéia britAnica e européia apresentam como método de
doseamento para o enalapril a titulagédo potenciométrica em meio aquoso, utilizando
hidroxido de sédio como titulante (BP 2000; EP 2001).

Nao ha método farmacopéico para o doseamento de capsulas de enalapril.



Nao foi encontrado método farmacopéico por espectrometria de absorg¢ao no
ultravioleta para determinagdo de enalapril. Um numero reduzido de metodologias
tém sido propostas para a quantificagcao do farmaco por espectrometria de absorg¢ao
no ultravioleta, e a maioria delas é baseada na formacdo de compostos
colorimétricos. Nao foi encontrada nenhuma metodologia para o farmaco isolado e
tampouco para comprimidos e capsulas por espectrometria de absor¢cdo no

ultravioleta de leitura direta.

Foi relatado um método espectrofotométrico para o doseamento de enalapril
baseado na formacgao de complexos ternarios. O método nao permite a leitura direta,
pois € necessaria a extragdo do complexo ternario cobre Il — eosina - enalapril com

cloroférmio e posterior leitura a 533,4 nm (Ayad et al, 2002).

Em estudo realizado visando determinar metodologias de doseamento do
farmaco, métodos espectrofotométricos por pareamento ibnico com azul de
bromotimol, por complexagdo com sulfato de cobre e reagdo com cloreto ferrico Ill e
métodos fluorimétricos utilizando 4-cloro -7-nitrobenzofurazano (cloreto de NBD) e o-
ftalaldeido como reagentes fluorogénicos ndo forneceram resultados satisfatorios
para a sua utilizacdo como métodos fisico-quimicos de doseamento de maleato de
enalapril (Rech ,1993).

A quantificagdo do farmaco por espectrometria derivada aumenta a detecgao
dos menores tracos do espectro de absorgao ultravioleta, tendo melhor desempenho
do que a espectrometria de absorcdo no ultravioleta convencional. Para alcancar o
maximo de resposta derivativa e exatiddo, na determinagédo do teor de comprimidos
de enalapril associado a hidroclorotiazida, relata-se a utilizagdo de duas diferentes
ordenadas derivativas por causa da baixa absorcdo do maleato de enalapril. A
comparacgao estatistica dos resultados obtidos com espectrometria de absor¢do no
ultravioleta derivada e CLAE para o maleato de enalapril mostrou que nado ha

diferencas significativas entre os dois métodos (El Walily et al, 1995).



A cromatografia liquida de alta eficiéncia é descrita na farmacopéia americana
como metodologia para o doseamento do maleato de enalapril puro e de

comprimidos contendo o farmaco (USP, 2000).

Métodos precisos e confiaveis de CLAE tém sido usados com bons resultados
para a determinacdo dos niveis plasmaticos de inibidores da ECA, incluindo

enalapril, em modelos animais e humanos (Anzenbacherova et al, 2001).

A maioria dos métodos de CLAE desenvolvidos para analise de enalapril e
enalaprilato, incluindo o apresentado na monografia da farmacopéia americana,
envolve o uso de artificios especiais de controle de temperatura, utilizando-se coluna
com alta temperatura, para superar o problema de divisdo de picos do farmaco
(USP, 2000; Tajerzadeh e Hamidi, 2001). Porém, ha diferentes rotas analiticas
usando CLAE, testadas e validadas por diferentes autores, que nao apresentam

estes requisitos de coluna, facilitando a analise.

Foi desenvolvido e validado um método simples e relativamente rapido para a
quantificacdo de enalapril e enalaprilato por CLAE, que nao requer condicboes
especiais, como altas temperaturas de coluna. Foi testada uma série de fases
moveis formadas por solucbes tampido com diferentes valores de pH em
combinagdo com diferentes moderadores, incluindo acetonitrila, metanol e
trietilamina, em diferentes fracbes volumétricas. Apenas acetonitrila em pH acido
mostrou resultados aceitaveis. Além do mais, os resultados indicaram que a forma
do pico e o tempo de retengao do enalaprilato podem ser afetados dramaticamente
tanto pela composicdo como pelo pH da fase mével com apenas uma média limitada
de ambos parametros promovendo resultados desejaveis. A otimizagdo do método
foi alcangada com uma fase moédvel constituida por agua-acetonitrila-acido
ortofosforico (85,0 % p/v) (90:10:1, v/iviv) com um pH de 2,8 ajustado pela adi¢cdo de
solugdo concentrada de NaOH. Mediante testes com diferentes tipos de coluna, a
C18 foi a que demonstrou a melhor separacéo, devendo esta ser resistente ao pH,
por causa da acidez da fase moével. A taxa de fluxo de 0,7 mL/min foi a que
proporcionou melhor resolugao do pico. A metodologia foi validada por testes de

limite, linearidade, precisao, exatidao, seletividade (Tajerzadeh e Hamidi, 2001).



O uso de CLAE na quantificagdo de maleato de enalapril € também relatado
com a utilizagdo de fase movel isocratica composta por acetonitrila e agua (20:80,
v/v), com pH ajustado para 3,8 com acido acético. A fase moével foi escolhida apos
diversos testes com acetonitrila-agua e metanol-agua, em diferentes proporcdes e
valores de pH utilizando uma coluna C-18 12 um Nucleosil (250 x 4,6 mm d.i. ). A
deteccdo é feita através de detector ultravioleta. Executaram-se mudancgas no
comprimento de onda de deteccdo, para alcangar a maxima detec¢do de resposta
na analise (El Walily et al, 1995).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi utilizada para a
determinacao de enalapril e seus dois metabdlitos: enalaprilato (diacido, forma ativa
do farmaco, produto da degradacdo hidrolitica do enalapril) e enalapril-DKP
(ciclizagado do enalapril). A retencdo de enalapril-DKP é controlada pelo processo de
particdo de fase reversa, enquanto que a do enalapril e a sua forma diacida é
governada tanto por mecanismo de fase reversa e mecanismo de troca catiénica, o
qual esta relacionado com o tipo de aminoacido, o equilibrio protolitico dependente

do pH e outros equilibrios secundarios como a solvatagéo.

A otimizacao do processo € obtida com a fase movel com tampao fosfato a
pH 2, e CH3CN 0,001 M. O pH baixo é critico para a determinagao do enalapril e sua
forma diacida. Enalapril € um dipetideo com uma ligagao petdidica a prolina, a qual
tem conformacgdes trans e cis devido ao seu carater de dupla ligagéo parcial. O pico
do enalapril pode ser distorcido ou até dividido em dois picos em pH elevado. Baixos
valores de pH proporcionam um pico unico, porque a ligacdo peptidica a prolina &
parcialmente protonada, com diminuicdo do carater de ligagdo dupla parcial e
aumento da taxa de intervalo entre a isomerizacgao cis e trans. Similarmente, a forma

diacida tem melhor forma de pico em pH baixo.

Além da forma do pico, a retengao do enalapril e sua forma diacida sao
grandemente influenciadas pelo pH. Enalapril possui carga positiva em pH 2,0;
tendo 2,97 (para o grupo carboxila) e 5,35 (para o grupo amino) como valores de
pKa. A forma diadcida também tem carga positiva em pH 2, devido aos seus dois

grupos carboxila com valores de pK; entre 2 e 3 e seu grupo amino com valor de pKj,



entre 5 e 6. A fase estacionaria Cg tém ligados grupos silanol ndo reagentes. A
maioria destes silanois sao acidos com valores de pK, entre 5 e 7. No entanto
alguns silandis podem ter menores valores de pK, Em pH 2, embora a maioria dos
grupos silandis esteja protonada, alguns grupos podem estar desprotonados e reagir
com as cargas do enalapril e sua forma diacida através de ligacao hidrogénica e
troca catibnica. Quando o pH é aumentado, o processo de troca catibnica pode ser
influenciado devido a mudanca no estado de ionizagao dos silandis, do enalapril e
diacido. Assim, a retencéo do enalapril e diacido sera influenciada. Claramente, o pH

€ uma boa maneira de controlar a retengao do enalapril e do diacido.

Assim como o pH, a concentragdo salina é outro parametro controlador da
retencdo do enalapril e diacido. A concentracédo salina varia com o pH da solucéo
ajustado para 2. A baixa concentragcdo (0,001 M KHyPO,) foi determinada como
importante para a boa separagao do enalapril e seu produto de ciclizagao (Qin et al,
1995).

3.1.3 Propranolol

O farmaco é descrito na terceira edigao da Farmacopéia Brasileira, bem como
nas Farmacopéias Americana, Britdnica e Européia (Farmacopéia Brasileira, 1977
(FB, 1977); USP, 2000; BP, 2000; EP, 1997).



3.1.3.1 Caracteristicas quimicas

Figura 3: Estrutura quimica do propranolol

O farmaco [3- bloqueador apresenta férmula molecular C1sH21NO,, HCI e peso
molecular 295,8. Sua denominagédo quimica é cloridrato de 1-lIsopropilamino-3-(1-
naphthiloxi)propan-2-ol. Apresenta o anel naftalénico em lugar do grupo fenila. O
propranolol € um bloqueador 3 adrenérgico n&o seletivo. Constitui-se um potente
antagonista de receptores beta-adrenérgicos 1 e B2, que atua bloqueando os efeitos
dos neurotransmissores simpaticos por competicao pelo sitio de ligagdo. (Munson,
1996; Korolkovas et al., 2000; USP DI, 2000).

3.1.3.2 Agéo

Possui atividade antiarritimica devido principalmente a duas agdes: bloqueio
dos B-receptores cardiacos, principalmente, e atividade estabilizadora de membrana
similar ao da quinidina (ocorrendo somente em concentragdes acima das utilizadas

clinicamente) (Korolkovas et al, 2000).

O farmaco inibe a resposta aos estimulos adrenérgicos pelo bloqueio

competitivo dos receptores [ adrenérgicos. O propranolol ndo tem atividade



simpatomimética intrinseca. Através do bloqueio da agado adrenérgica no miocardio,
propranolol diminui a taxa e a forga de contragao cardiaca, diminuindo a presséo do
sistema circulatério, previne o aumento induzido pelo exercicio na taxa cardiaca,
diminui a contratibilidade do miocardio, aumenta o tempo de ejecédo sistdlica,
prolonga o tempo de conducgdo atrio-ventricular, a refratariedade e aumenta o
volume cardiaco. (Reynolds, 1996; McEvoy, 1999, Korolkovas,2000). O farmaco
também diminui a velocidade de conducao através do sinoatrial e atrioventricular e
diminui a automaticidade do miocardio via bloqueio 3 adrenérgico. (Munson, 1996;
McEvoy, 1999; Korolkovas et al,2000).

Resultados de estudos recentes sugerem que a cardioprote¢do promovida
pelo propranolol pode ser exercida pela atenuacao do influxo de sédio dentro das
células cardiacas seguida pela prevencédo da disfungdo mitocondrial no coragéo
isquémico, levando ao aumento da produgdo de energia pelo coragdo durante a

reperfusdo. (Ilwai et al, 2002).

3.1.3.3 Indicagdes

A administragao oral de propranolol é usada na hipertensédo crénica, angina
pectoris, arritmia cardiaca, cardioprotecao apods infarto do miocardio, profilaxia da
enxaqueca, tremor essencial e estenose hipertropica subadrtica. Também é usado
para a profilaxia e tratamento de cardiomiopatias, tremores, sindrome do prolapso
da valvula mitral, cefaléia de origem vascular. Indicado como adjuvante no
tratamento de feocromocitoma, ansiedade e tirotoxicose (Munson, 1996; USP DI,
2000).



3.1.3.4 Apresentacao e Dosagens

Para o controle da hipertenséo, a dosagem inicial do cloridrato de propranolol
para adultos € de 20,0 a 40,0 mg duas vezes ao dia. A dosagem € determinada pela
resposta do paciente. O tratamento geralmente inicia com doses menores, que sao
aumentadas gradativamente, em intervalos de 3 a 7 dias, até alcangar a pressao
sanguinea otima. Geralmente sdo administrados 40,0 mg via oral 3 a 4 vezes ao dia.
Se necessario, pode-se aumentar a dose diaria até 480,0 mg. A dose efetiva usual
varia de 160,0 a 480,0 mg ao dia (Reynolds, 1996; McEvoy, 1999; Korolkovas et al.,
2000).

E usado sob a forma de cloridrato de propranolol, sendo encontrado no Brasil
na apresentacdo de comprimidos de 10 a 80mg, e em farmacias de manipulagao
sob a forma de capsulas nas concentragdes prescritas pelos médicos (Korolkovas et
al., 2000).

3.1.3.5 Absorgao

O farmaco sofre absorcdo quase completa apds administracdo oral. A
biodisponibilidade é afetada pelo efeito de primeira passagem. Em média, apenas 25
% do farmaco atingem a circulagao sistémica. Apds a absorgédo gastro-intestinal, o
propranolol é captado pelo figado através de tecidos de ligacdo nao especificos. Ha
grandes diferengas individuais na extragcdo hepatica, provavelmente por causa das
diferencas no fluxo sanguineo hepatico. Apds administragdo oral, o farmaco néao
alcanga a circulagao geral até que os sitios de ligacdo hepatica estejam saturados
(Hardman et al, 1996; Reynolds, 1996; McEvoy, 1999; USP DI, 2000).



Cerca de 80 % da dose administrada é removida durante a eliminagao pré-
sistémica; porém esta percentagem diminui para 65 % com o tratamento cronico. O
pico de concentracdo plasmatica ocorre cerca de 1 a 2 horas depois da
administragao oral. As concentracbes plasmaticas alcancadas variam entre
individuos. O farmaco é detectado no plasma dentro de 30 minutos, e o pico de
concentracdo plasmatica é alcancado cerca de 60 a 90 minutos apds a
administracao oral. O tempo em que as concentragdes plasmaticas sao alcancadas
pode ser diminuido, mas as concentracdées ndao sdo necessariamente diminuidas,
quando o farmaco é administrado com alimentos (Reynolds, 1996; McEvoy, 1999;
Korolkovas et al, 2000).

Ha uma consideravel variacdo entre pacientes relacionada as concentragdes
plasmaticas de propranolol e efeitos terapéuticos, mas as concentracdes
plasmaticas terapéuticas do propranolol sdo usualmente 50,0 a 100,0 ng/mL.
Concentragdes de 100,0 ng/mL geralmente representam um alto grau de bloqueio -
adrenérgico. Possui meia-vida plasmatica de cerca de 4 horas (Hardman, 1996;
McEvoy, 1999).

3.1.3.6 Distribuicao

O propranolol é amplamente distribuido nos tecidos corporais incluindo
pulmdes, figado, rins e coragdo. O farmaco atravessa a barreira hemato-encefalica e
a placenta, e é distribuido no leite materno (USP DI, 2000; Reynolds, 1996).



O volume aparente de distribuicdo do propranolol varia amplamente na
propor¢cdo da fracdo do farmaco nédo ligado em todo sangue. O propranolol
apresenta ligacédo as proteinas plasmaticas maior que 90,0 %. Tanto o propranolol
livre quanto o ligado a proteinas é metabolizado. A biodisponibilidade € de cerca de
30,0 %, sendo significativamente reduzida pelo metabolismo de primeira passagem
(Reynolds, 1996; McEvoy, 1999; USP DI, 2000; Korolkovas et a/,2000).

3.1.3.7 Eliminagao

O propranolol é quase completamente metabolizado no figado, e a eliminagao
é principalmente renal. At¢ 8 metabdlitos tém sido identificados na urina. E
excretado na urina, sendo 0,5 % como farmaco integro. Apenas um de seus
metabdlitos (4-hidroxipropranolol) é considerado biologicamente ativo; mas a
contribuicdo dos metabdlitos para a atividade total é incerta. Apenas 1,0 a 4,0 % de
uma dose oral da droga é detectada nas fezes como farmaco inalterado e
metabdlitos (Hardman et al., 1996; Reynolds, 1996; McEvoy, 1999, Korolkovas et
al.,2000).

A eliminac&do do propranolol parece seguir a cinética de primeira ordem e ser
independente das concentracdes plasmaticas ou da dose administrada. A meia-vida
de eliminagao registrada varia consideravelmente em diferentes estudos (McEvoy,
1999).

O farmaco nao é removivel por hemodialise (Reynolds, 1996; Korolkovas et
al., 2000; USP DI, 2000).

3.1.3.8 Efeitos adversos



As principais reagdes adversas sdo: sonoléncia (em doses altas), dificuldades
de dormir, cansaco, fraqueza, disturbios gastro-intestinais, ansiedade ou
irritabilidade, bradicardia, tontura, broncoespasmo, insuficiéncia cardiaca congestiva,
depressao mental, redugcao da circulagdo periférica. Com incidéncia rara, podem
ocorrer reacbes alérgicas, arritmias, dor toraxica, leucopenia, confusao,
hepatotoxicidade, alucinagdes, hipotensdo ortostatica, erupcdo psoriforme e
trombocitopenia (Reynolds, 1996; USP DI, 2000).

Ha risco aumentado de efeitos adversos no sistema nervoso central, por
causa da alta penetracéo no sistema nervoso central. E preciso reduzir a dosagem
na insuficiéncia hepatica, mas ndo é necessario na insuficiéncia renal (USP DI,
2000).

3.1.3.9 Doseamento do Propranolol

Diferentes metodologias tém sido propostas para a determinagdo do farmaco.
O método descrito nas farmacopéias britnica e européia é a titulacéo
potenciométrica em meio ndo aquoso utilizando hidroxido de sédio como titulante

para o doseamento do farmaco em meio alcoolico (BP, 2000; EP 1997).

A farmacopéia brasileira apresenta também o método de titulagcdo
potenciométrica em meio ndo aquoso. Porém, traz como titulante o acido perclérico
em solucdo acética. E preciso adicionar acetato de mercurio para impedir a
interferéncia do grupamento cloridrato no doseamento do propranolol. Ha assim a
formacdo de cloreto de mercurio, que € relativamente nao ionizavel. A mesma

metodologia € sugerida por Korolkovas (FB, 1977; Korolkovas, 1988).



Nao ha metodologia farmacopéica descrita para o doseamento de capsulas

de propranolol.

Para os comprimidos, a farmacopéia britAnica apresenta o método da
espectrometria de absorg¢ao no ultravioleta no comprimento de onda de 290 nm (BP,
2000).

A farmacopéia americana adota como metodologia oficial a cromatografia
liquida de alta eficiéncia tanto para o farmaco quanto para os comprimidos de
propranolol (USP, 2000).

Dentre os métodos encontrados na literatura, desenvolveu-se um método
espectrofotométrico e espectrometria de absor¢cao atbmica, para determinacéo de
propranolol, baseada na interagdo do farmaco com CS; seguida pela complexagao
com ions Cu(ll). O método demonstrou boa exatiddo, sem sofrer interferéncia de
excipientes (El Ries et al., 2000).

Alguns autores encontraram dificuldades na determinagdo de propranolol. A
deteccédo de propranolol por CLAE nao foi possivel utilizando coluna C-18 e fase
movel constituida de metanol e solugéo de acido acético 1% (4:1), com detector a
258nm, devido a pobre deteccdo do propranolol pelo detector ultravioleta. O autor
sugere o uso de LC-MS para quantificacdo do farmaco, baseando-se no
monitoramento da massa da molécula ou fragmento iGnico preferencialmente ao

monitoramento das propriedades de absorgéo no ultravioleta (Abdel Hamid, 2000).

Muitos dos aspectos da analise por CLAE com detector ultravioleta que séo
considerados como aceitaveis, ndo sao apropriados a CLAE com detecgado por
espectrometria de massas ou entdo precisam ser de alguma forma modificados. Ha
ainda a interferéncia dos is6topos da molécula. Numa revisdo dos fatores a serem
considerados no desenvolvimento de métodos CLAE com deteccdo por
espectrometria de massas, considera-se que o espectro de ionizacado electrospray
de compostos organicos contém diferentes ions ao redor da regido da massa

molecular. O espectro do propranolol, além de mostrar o ion esperado de massa



260, mostra também ions adicionais devido a presenga de isétopos na molécula,
mostrando espécies com massa moleculares 261, 262 e 263, representando 18,6; 2

e 0,16% da intensidade do ion monoisotopico (Law e Temesi, 2000).

Aplicou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia e for¢a de troca catibnica
na analise de propranolol, mostrando utilidade na analise de compostos com
diferentes propriedades fisico-quimicas, na qual a separagado nao seria possivel com
0 uso de técnica CLAE isocratica de fase reversa simples. A técnica mostrou-se util
nas determinagbes em material bioldgico, especialmente plasma (Law e Appleby,
1998).

Outras técnicas foram consideradas no item 3.1.1.9 para doseamento de

atenolol e propranolol.

3.2 Manipulagdao de capsulas e aspectos relacionados ao Controle de

qualidade em farmacias de manipulagao

A farmacopéia brasileira define o medicamento magistral como o medicamento
preparado na farmacia, cuja prescricdo estabelece a composigdao, a forma

farmacéutica e a posologia (Farmacopéia Brasileira, 1988 (FB, 1998).

A legislagdo que regulamenta o funcionamento das farmacias de manipulacéo
no Brasil € a Resolugédo da Diretoria Colegiada (RDC) 33 de 19 de abril de 2000.
Esta resolugao apresenta diretrizes para a manipulagao segundo boas praticas de

manipulacéo e controle de qualidade de matérias primas e produtos acabados.



O controle de qualidade é definido pela RDC 33/2000 como o conjunto de
operagdes (programagao, coordenagao e execugao) com o objetivo de verificar a

conformidade das preparacdes com as especificacdes estabelecidas.

A garantia da qualidade é descrita como o esfor¢go organizado e documentado
dentro de uma empresa no sentido de assegurar as caracteristicas do produto, de

modo que cada unidade do mesmo esteja de acordo com as suas especificacdes.

As boas praticas de manipulagao estabelecem requisitos gerais para a aquisi¢ao
de drogas, insumos farmacéuticos e materiais de embalagem, o armazenamento, a
manipulacéo, a conservacgao, o transporte, dispensacao de preparagcdes magistrais e

oficinais e fracionamento de produtos industrializados (Brasil, 2000).

3.2.1 Manipulagao de Capsulas

As capsulas sao preparagdes de consisténcia solida, constituidas por um
involucro duro ou mole, de forma e capacidades variaveis, que contém uma
quantidade de medicamento que em geral, constitui uma unidade posoldgica.
Quando um médico prescreve compridos, a escolha fica limitada aos produtos
comerciais  disponiveis. Capsulas, entretanto, podem ser preparadas
extemporaneamente com uma ampla faixa de dosagem. As capsulas sao formas
farmacéuticas muito versateis, pois podem ser preparadas extemporaneamente,
permitindo ao farmacéutico realizar composicdes e individualizar a dose de acordo

com as necessidades e requerimentos clinicos (Le Hir, 1995; Allen, 2000).

Dentre as vantagens da manipulacdo de capsulas inclui-se a prote¢cao do
farmaco contra agentes externos como po, ar e luz; elevada resisténcia fisica e
mascaramento de caracteristicas organolépticas desagradaveis dos farmacos. Por

requererem um numero de adjuvantes reduzido, o controle de incompatibilidades é



facilitado. Proporcionam estabilidade ao farmaco, devido ao baixo numero de
componentes e a auséncia de agua nas etapas de sua elaboracdo, permitindo a

incorporagao de substancias incompativeis.

Apresentam boas caracteristicas de biodisponibilidade, visto que a cobertura
se dissolve rapidamente no estémago (em torno de 10-20 minutos), liberando o
material de enchimento. Em geral, a biodisponibilidade de farmacos em capsulas é

maior do que em comprimidos.

Ha a necessidade de garantir condi¢des ideais de temperatura e umidade na

conservagao das capsulas devido a sua sensibilidade a estes fatores.

As capsulas podem ser duras ou moles. As moles sdo formadas por uma
unica pega, esférica ou ovoide, e geralmente contém substancias de natureza
oleosa ou dispersdes liquidas. Sua elaboracdo nao é viavel em farmacias de
manipulacdo, e a producao € em escala industrial. Na farmacia de manipulacao, é
mais freqliiente o emprego de capsulas de gelatina duras, constituidas por dois

elementos independentes (Le Hir, 1995; Vila-Jato, 1997).

As capsulas gelatinosas duras consistem de duas partes: a base ou corpo,
mais comprida e com menor didmetro, a qual atua como receptaculo para o
medicamento; e a tampa, mais curta e com diametro ligeiramente maior. A tampa
desliza sobre parte do corpo, fechando-o hermeticamente. A producao das capsulas
duras é feita em escala industrial. A farmacia de manipulagdo adquire as capsulas
vazias, e encapsula as substancias ativas mediante prescricdo médica (Allen, 2000;
Trillo, 1993).

O processo de producao inicia-se pela pesagem do farmaco e ajuste da
densidade aparente a fim de que o volume contido em uma capsula corresponda
exatamente ao peso da substancia ativa considerada. Esta equivaléncia pode ser
conseguida pela adicdo e mistura de um excipiente inerte. E importante que a
mistura dos farmacos com os excipientes seja homogénea, para garantir a

uniformidade de dosagem.



Para a encapsulacdo da mistura utilizam-se equipamentos manuais
(encapsuladores). Em geral sdo constituidos por uma placa perfurada, na qual se
colocam os corpos dos involucros. As bordas destes coincidem exatamente com o
nivel superior da placa. O enchimento é feito por nivelamento. Quando se conclui a
etapa de nivelamento, diferentes sistemas que variam de um aparato a outro,
permitem que se elevem ligeiramente os corpos ja cheios, procedendo-se ao
encaixe das tampas. Apds o enchimento particulas de pdé podem se aderir as
paredes externas das capsulas, fazendo-se necessarias operagdes complementares
de limpeza. O acondicionamento das capsulas deve ser protegido de altas

temperaturas e de umidade excessiva (Le Hir, 1995).

3.2.2 Controle de qualidade de capsulas

As capsulas devem atender as exigéncias de variagdo de peso e teor de
principios ativos descritos nas monografias (FB, 1988). Devem cumprir com os
requerimentos exigidos pelas farmacopéias, as quais incluem monografias para os
produtos formulados em capsulas que estabelecem Ilimites minimos de
aceitabilidade nos ensaios requeridos para garantir a qualidade das mesmas. As
capsulas devem conter uma quantidade determinada e uniforme de substancias
ativas, estaveis e biodisponiveis nesta forma. Entre os ensaios a que devem
submeter-se as capsulas preparadas destacam-se a determinagao de peso médio,

uniformidade de dose e tempo de dissolucgao.

Testes de desintegragcdo usualmente ndo s&o requeridos para capsulas a
menos que estas tenham sido tratadas para resistir a dissolugédo no suco gastrico, e

serem dissolvidas no suco entérico (Gennaro, 1995).

A uniformidade das formas de dosagem pode ser demonstrada por dois

métodos: variagao de peso ou uniformidade de conteudo (Gennaro, 1995, FB 1996).



O método de variacdo de peso pode ser aplicado somente no caso de
capsulas com teor de substancia ativa igual ou superior a 50,0 mg por unidade, ou
quando este compreender mais do que 50% em peso da dose unitaria. Por este
método, o conteudo do componente ativo nas capsulas é calculado a partir do
resultado do doseamento de 10 capsulas e do peso liquido das mesmas

considerando distribuicdo homogénea do farmaco.

A Uniformidade de Contetudo é aplicavel em qualquer tipo de capsula. E
exigida no caso de capsulas cujo teor de substancias ativas € inferior a 50,0 mg por
unidade ou quando este compreende menos de 50% do peso da unidade. O método

pode ser aplicado sem restri¢des.

Através do teste de Uniformidade de Conteudo sdo analisadas 10 capsulas
individualmente, conforme indicado na monografia para o doseamento ou conforme

as especificagdes farmacopéicas do método (FB, 1996; USP, 2000).

3.2.3 Validacao de metodologias

A validagao de um método analitico € o processo pelo qual, por estudos de
laboratério, se estabelece que o seu desempenho caracteristico vai ao encontro dos
requerimentos das aplicagbes analiticas intencionadas. O desempenho

caracteristico & expresso em termos de parametros analiticos (USP, 2000).

E um programa documentado através do qual se estabelece que um método
analitico possui todos os requisitos para o seu uso proposto. E, ainda, parte
integrante do desenvolvimento de um método analitico, visto que sem fidelidade nos
resultados € impossivel garantir que um medicamento cumpra com as

especificagdes exigidas e que sua qualidade seja adequada (Trillo, 1993).



A validagao dos métodos analiticos utilizados procurara atingir os padrdes
sugeridos pela Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (ICH) bem como os
delineados na Farmacopéia Americana (ICH-Q2A, 1995; USP, 2000). A definigdo

bem como a metodologia de determinacao destes parametros é resumida a seguir:

Exatiddo: A exatiddo de um procedimento analitico expressa a proximidade
ou concordancia entre o valor que é aceito (um valor verdadeiro ou um valor de
referéncia aceitavel) e o valor encontrado. E determinada pela aplicacdo do método
a amostras nas quais foram adicionadas quantidades de analito tanto acima quanto
abaixo dos niveis esperados nas amostras. A exatiddo é calculada a partir dos

resultados dos testes como a percentagem de analito recuperada pelo método.

Precisdo: Expressa a proximidade de concordancia entre uma série de
medidas obtidas de multiplas aliquotas de uma mesma amostra homogénea sob as
condicdes prescritas. A precisdo pode ser considerada em trés niveis: repetibilidade
(precisdo sob as mesmas condigdes operacionais dentro de um curto intervalo de
tempo), precisédo intermediaria (variagbes do laboratério: diferentes dias de analise,
diferentes equipamentos,...) e reprodutibilidade (precisdo entre diferentes
laboratérios). E determinada pela analise de um diferente nimero de aliquotas de
uma amostra homogénea, suficiente para calcular estatisticamente uma estimativa

valida do desvio padrédo ou desvio padréo relativo (coeficiente de variagao).

Especificidade: E a capacidade de medir inequivocadamente o analito na
presenca de outros componentes que podem estar presentes, incluindo impurezas e
produtos de degradacdo. E determinada pela comparacéo dos resultados de testes
de analises de amostras contendo impurezas, produtos de degradacgdo, ou placebo
com aqueles resultados obtidos das analises sem estes interferentes. O método

considera a diferenca de resultados entre os dois grupos de amostras.

Linearidade: E a habilidade de obter resultados que sdo diretamente
proporcionais & concentragdo de analito na amostra, dentro de uma dada média. E
determinada pelo tratamento matematico de resultados de testes obtidos pela

analise de amostras com concentragdes do analito através da média determinada.



Faixa: E o intervalo entre a maior e a menor concentracdo (quantidade) de
analito em uma amostra para a qual tenha sido demonstrada que o procedimento
analitico tem aceitavel nivel de precisao, exatidao e linearidade. A faixa do método é
validada pela verificagdo de que o método analitico prové aceitavel precisao,
exatidao e linearidade quando aplicados a amostras contendo analito nos extremos
da faixa da mesma forma como no meio desta (ICH Q2A, 1995; USP, 2000).



4. Metodologias Gerais

4.1 Analises preliminares de Qualificagcao de padrao Secundario e Controle

de Qualidade da matéria-prima

Com o objetivo de caracterizar preliminarmente as substancias utilizadas
como referéncia no presente trabalho, estas foram submetidas a analise das
caracteristicas organolépticas, solubilidade, pH, ponto de fusdo e espectrometria no
infravermelho. Os resultados obtidos foram comparados as especificacdes
farmacopéicas, ao padrdao de espectro de infravermelho obtido na literatura e ao

laudo de analise fornecido pelo fabricante.

Adicionalmente utilizou-se como referéncia para validacdo da substancia
quimica de referéncia (SQR) a comparacgao dos resultados obtidos no doseamento
utiizando diferentes metodologias analiticas, como titulagdo potenciométrica,
espectrometria de absor¢cdo no UV e cromatografia liquida de alta eficiéncia,
comparando-se também os resultados com o laudo de analise emitido pelo

fabricante.

Os farmacos utilizados para a manipulagao das capsulas foram submetidos a
analises preliminares de controle de qualidade, comparando-se os resultados
obtidos com as especificacbes farmacopéicas bem como os resultados obtidos na

analise da substancia quimica de referéncia.

Os farmacos foram analisados efetuando-se os testes requeridos na
legislagdo brasileira para farmacias de manipulagédo. Dentre os testes requeridos na
RDC 33, os aplicaveis as matérias-primas solidas destinadas a encapsulagao sao:
caracteres organolépticos, solubilidade, pH, ponto de fusdo, densidade, avaliagéo

do laudo de analise do fabricante (Brasil, 2000).



Além dos testes exigidos pela RDC 33, foi realizada a analise da identidade
por espectrometria no infra-vermelho, e do teor por titulagcdo potenciométrica,

espectrometria de absor¢ao no ultra-violeta e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Na auséncia de monografia oficial de matéria-prima, formas farmacéuticas e
metodologias gerais inscritos na Farmacopéia Brasileira, a legislacdo brasileira
permite adocdo de monografia oficial, de outros compéndios internacionais, de

acordo com a portaria n° 116 de 22 de novembro de 1995 (Brasil, 1995).

4.1.1 Avaliagao dos Caracteres Organolépticos

Esta analise € abordada na Farmacopéia Brasileira sob o item “descricao de
substancia” no capitulo das Generalidades. Constitui em verificar se as
caracteristicas da substancia correspondem as descritas na monografia e laudo do

fabricante.

Para realizacdo deste ensaio, cerca de 0,1 g da amostra foi pesada e
espalhada com o auxilio de uma espatula sobre um papel de filtro. Foi entdo
observada: a cor do material, a cristalinidade, a existéncia de pontos com coloragao

ou aspectos diferentes do restante da amostra.

4.1.2 Analise da solubilidade



A analise da solubilidade foi realizada de acordo com os procedimentos

descritos na Farmacopéia Brasileira. Pesou-se 1 g da amostra e foi-se adicionando

as quantidades de solvente equivalentes ao termo descritivo apresentado na tabela

seguinte (FB, 1988).

Tabela 1: Partes de solvente por uma parte de soluto equivalentes a

solubilidade de farmacos a 25°C

Termo descritivo

Solvente

Muito soluvel

Menos de 1 parte

Facilmente soluvel

De 1 a 10 partes

Soluvel

De 10 a 30partes

Ligeiramente soluvel

De 30 a 100 partes

Pouco soluvel

De 100 a 1000 partes

Muito pouco soluvel

De 1000 a 10000 partes

Praticamente insoluvel ou insollvel

Mais de 10000 partes

4.1.3 Determinagao de pH

O teste foi realizado de acordo com os procedimentos descritos na

Farmacopéia Brasileira, apos afericdo do medidor de pH e diluicdo das amostras em



agua destilada isenta de dioxido de carbono. Os resultados foram comparados com
as especificacbes farmacopéicas e com o laudo do fornecedor. Na auséncia desta
informacdo, os resultados foram comparados entre a substadncia quimica de

referéncia e a matéria-prima em analise (FB, 1988).

Os testes foram realizados em pHmetro marca Hanna instruments modelo Hl
8424.

4.1.4 Determinacgao da faixa de fusao

A faixa de fusdo foi determinada pelo método do bloco metalico aquecido
descrito na Farmacopéia Brasileira em aparelho MICROQUIMICA IND. Modelo
MQAPF-301. A amostra previamente pulverizada e seca foi colocada sobre o bloco
metalico de aquecimento entre laminulas de vidro e a fusdo foi observada com o

auxilio de uma lupa (FB, 1988).

Paralelamente, foram realizados ensaios com o equipamento GEHAKA
PF1000, que constitui um bloco metalico aquecido, mas que utiliza capilares ao
invés de laminulas de vidro. E um equipamento financeiramente mais acessivel e

que vem sendo adquirido por diversas farmacias de manipulacao.

Os resultados obtidos em ambos equipamentos foram comparados as

especificagcdes farmacopéicas.

4.1.5 Analise da densidade



A densidade foi determinada na matéria—prima, medindo-se em proveta o
volume ocupado por 10g da amostra, sem compactacdo. A média de trés
determinacdes foi adotada como a densidade do lote especifico da matéria-prima, e
o valor encontrado foi utilizado para realizar os calculos relacionados a escolha do
tamanho da capsula e quantidade de excipiente a ser adicionada no processo de

encapsulacéo.

4.1.6 Perda por secagem

O teste foi realizado de acordo com os procedimentos descritos na
Farmacopéia Brasileira no item “Determinagdo de perda por dessecacgado” (FB,
1988).

4.1.7 Avaliagao do Laudo de analise do fabricante

Verificou-se a autenticidade das informagdes contidas no laudo de analise do
fabricante, comparando o resultado das analises realizadas. O teor foi um item
considerado a parte, visto que este apresentou resultados diferentes de acordo com

cada metodologia empregada.



4.1.8 Identificagao de substancias por espectrometria no infra-vermelho

Para a identificagdo dos farmacos, determinou-se o espectro na regido do
infra-vermelho de acordo com o procedimento descrito na Farmacopéia Brasileira
(FB, 1988). Preparou-se as amostras na forma de pastilhas de KBr, submetendo-as
a analise em um espectrofotdmetro na regiao do infravermelho BOMEN HARTMANN
& BRAUN modelo MB-100.

O espectro obtido com o padrao foi comparado ao da literatura e o obtido com

a matéria-prima foi comparado com ambos.

4.1.9 Doseamento do farmaco

Este trabalho aborda trés tipos de analises utilizadas para a determinagao
quantitativa de farmacos: analise titrimétrica (titulagdo potenciométrica),
espectrometria ultra-violeta e cromatografia liquida de alta eficiéncia. As
metodologias serdo apresentadas na parte experimental especifica para cada

farmaco.

4.2 Manipulagao das formulagoes



Foram manipuladas capsulas de atenolol 100mg, propranolol 80mg e enalapril
20mg pela técnica de preenchimento manual e nivelamento, a qual corresponde a

principal técnica utilizada nas farmacias de manipulacéao.

O processo de manipulagdo consiste em: pesagem, calculo do tamanho de
capsula, escolha e adicdo de excipientes, homogeneizacdo, tamisagao e

encapsulacéo.

A manipulagao inicia-se na pesagem da quantidade de farmaco suficiente
para 0 numero total de capsulas que serdo manipuladas. Foi utilizado o método
volumétrico de enchimento de capsulas. Este € mais preciso do que os métodos
baseados na capacidade das capsulas em termos de peso. O parametro peso varia
muito conforme a densidade do po a ser encapsulado enquanto que as capsulas tém

capacidade constante em termos de volume (Ferreira, 2000).

A escolha do tamanho da capsula é feita determinando-se o volume ocupado
por cada dose, a partir da determinacdo da densidade do pd, e o tamanho de
capsula necessario para acondicionar tal volume. A quantidade de excipiente a ser

utilizada, também é determinada a partir do parametro da densidade.

A mistura do farmaco com excipientes é feita empregando a técnica da
diluicdo geomeétrica, buscando garantir a uniformidade de farmacos na mistura
(Allen, 2000).

Os excipientes utilizados na manipulacdo das capsulas de atenolol e
propranolol sdo os sugeridos por Ferreira (2000) como excipiente padrao para
capsulas. Para a manipulacdo do maleato de enalapril, foi utilizado o excipiente

alcalinizante proposto pelo mesmo autor em edigéo revisada (Ferreira, 2001).

A encapsulagdo €& o processo onde as matérias-primas pesadas e

homogeneizadas sao acondicionadas em capsulas adequadas. Antes da



encapsulacao propriamente dita, a mistura é ainda tamisada, passando por um tamis
(60 a 100 mesh), para garantir a homogeneidade do tamanho de particulas (Ferreira,
2000).

4.3 Avaliacao da Qualidade das Capsulas manipuladas

As analises exigidas pela RDC 33 aplicaveis as capsulas correspondem ao

peso médio, desintegragéo e teor do principio ativo (Brasil, 2000).

Os métodos fisicos e fisico-quimicos aplicaveis ao controle de qualidade de

capsulas que foram analisados no presente trabalho constituem-se:

- Determinacéo de peso médio

- Uniformidade de doses unitarias: uniformidade de conteudo (abrange a

determinagao do teor de principio ativo)

- Determinacgao de tempo de dissolugao

- Avaliagao da interacdo do farmaco com excipientes pela técnica de difragao

de raios-X

4.3.1 Determinacgao de peso médio



A metodologia adotada € a preconizada pela Farmacopéia Brasileira.Pesou-
se individualmente 20 capsulas e determinou-se o peso médio. A variagcao tolerada
foi de 10%, visto que este é o limite de aceitagao para capsulas de até 300mg (FB,
1988).

4.3.2 Avaliagdo da uniformidade de doses unitarias: Uniformidade de

contelddo

Determinou-se o teor de 10 capsulas individualmente, conforme especificado
na metodologia de uniformidade de doses unitarias descrita pela Farmacopéias
Brasileira e Americana (FB, 1996; USP, 2000).

A uniformidade de conteudo sera analisada por diferentes metodologias
analiticas quantitativas: titulagcdo potenciométrica, espectrometria de absorgdo no
ultravioleta e cromatografia liquida de alta eficiéncia. As especificagcbes das

metodologias sdo abordadas na parte experimental especifica de cada farmaco.

4.3.3 Determinagao do tempo de dissolugao

A metodologia de determinacdo do tempo de dissolugdo das capsulas
realizou-se com base na aparelhagem, procedimentos e critérios de aceitagao

descritos na Farmacopéia Brasileira. Foi utilizado dissolutor NOVA ETICA, modelo



299/6. O meio e o tempo de dissolucdo seguem ao especificado na monografia de
cada farmaco para comprimidos, visto ndo haver monografia especifica para
capsulas de nenhum dos farmacos estudados. As leituras das absorvancias das

solucdes foram feitas em espectrofotdmetro SHIMADZU, modelo UV-1601PC.

4.3.4 Analise da interagcao dos farmacos com excipientes pela técnica de

Difragao de raio-X

Os padrées de difracdo de Raios-X de pd foram determinados em um
equipamento PHILIPS, modelo X Pert, nas seguintes condic¢des: filtro de niquel, tubo

com anodo de cobre, voltagem de 4000V, corrente de 40mV.

A leitura é essencialmente uma plotagem da intensidade em fungédo de °2
theta. (Jenkins e De Vries, 1995).

A técnica de difracdo de raios-X foi utilizada para determinar possiveis
modificagdes no comportamento cristalino dos farmacos atenolol, enalapril e
propranolol, presente nas capsulas produzidas, em comparagdo ao apresentado
pelos farmacos quando analisados individualmente. Interacbes com os excipientes

utilizados podem ser responsaveis por tais alteracdes.

Foi realizada a analise qualitativa em funcdo do espacamento entre os
maximos difratados (picos), analisando a sua posi¢ao no difratograma obtido da
substancia isolada e do conteudo das capsulas, contendo a mistura fisica de todas

as substancias.



4.4 Metodologia de Validagao das técnicas utilizadas

Tanto a Farmacopéia Americana quanto a Conferéncia de Harmonizagao
Internacional (ICH) reconhecem que nao ha necessidade de avaliar todos os
parametros de performance analitica existentes (USP, 2000; ICH Q2A, 1995).

Os parametros selecionados e a respectiva forma de avaliagdo é abordada

nas rotas de validacédo para os métodos de doseamento utilizados.

4.4.1 Rota de Validacao da metodologia de titulagdo potenciométrica

para doseamento de farmaco e capsulas

A primeira etapa constitui-se na qualificacdo do padrdo secundario, feita
doseando-se a substancia quimica de referéncia e avaliando-se a precisdo. A

precisao foi determinada através do parametro repetibilidade.

A repetibilidade foi avaliada através do desvio padrédo e coeficiente de
variacdo percentual obtido na determinagdo do farmaco em 6 amostras sob a
mesma concentracdo, no mesmo dia e sob as mesmas caracteristicas

experimentais.

A especificidade e a exatiddo do método pode ser também demonstrada pela

comparacgao dos resultados com o teor declarado pelo fornecedor.



A segunda etapa € o doseamento da matéria-prima utilizando parametros que
validam o método utilizado. A precisdo foi determinada através do parametro
repetibilidade.

A repetibilidade foi avaliada através do desvio padrdo e coeficiente de
variacao percentual obtido na determinagdo do farmaco em 6 amostras sob a
mesma concentragdo, no mesmo dia e sob as mesmas caracteristicas

experimentais.

A especificidade e a exatiddo foram demonstradas pela comparacdo dos
resultados com o teor declarado pelo fornecedor e com os obtidos no presente
trabalho com a espectrometria UV e CLAE. O percentual de concordancia foi
calculado pela razdo determinada entre o teor determinado por titulagdo
potenciométrica e o teor declarado pelo fabricante ou os teores determinados pelas

outras metodologias.

A terceira etapa contempla o doseamento dos farmacos nas capsulas

utilizando parametros de validagédo do método.

O primeiro parametro analisado foi a precisdo, avaliada através da
repetibilidade. Esta foi analisada através do desvio padrao e coeficiente de variagcao
percentual obtido na determinagdo do farmaco em 10 amostras de igual
concentragéo tedrica, no mesmo dia e sob as mesmas caracteristicas experimentais.
A ICH recomenda o minimo de 6 determinacbdes. Porém foram realizadas 10

determinacdes para satisfazer o teste farmacopéico de uniformidade de conteudo.

A exatiddo bem como a especificidade foram avaliadas através da
comparagao com os resultados obtidos para o doseamento das capsulas pelas
metodologias de espectrometria de absorgdo no UV e CLAE. Fez-se a comparagao
dos resultados através da determinagdo do percentual de concordancia entre os
valores determinados por cada método. O percentual de concordancia foi obtido pela

razao calculada entre o teor determinado por titulacdo potenciométrica e o teor



determinado pelas outras metodologias (ICH Q2A, 1995; FB, 1996; Brittain, 1998;
USP, 2000).

4.4.2 Rota de Validagao de metodologias de espectrometria de absorgao

no UV e CLAE para doseamento de farmaco e capsulas

Apos determinar a concentracdo teste e as demais especificagcdes da
metodologia, a préxima etapa é a constru¢do de uma curva de calibragdo com a
substancia quimica de referéncia, com no minimo 5 pontos, determinados em
triplicata, variando de 70 a 130 % da concentracao teste. Avalia-se a linearidade
através dos calculos de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Os
dados matematicos obtidos da regressao linear estimam o grau de linearidade. Os
calculos efetuados sao o coeficiente de correlacdo, a equagao da reta com a
respectiva inclinagao e interseccao do eixo y. A faixa também é um parametro que é

determinado a partir do estudo da linearidade.

A segunda etapa contempla o doseamento da matéria-prima utilizando
parametros que validam o método utilizado. A precisdo foi avaliada através da
repetibilidade, determinando-se o teor da matéria-prima a partir da equagao da reta
obtida com a substancia quimica de referéncia, em 6 determinagées na

concentracao teste.

Foi construida a curva de calibragcdo com a matéria-prima com cada ponto em
triplicata, e repetida em trés dias diferentes, analisando-se assim a precisdo
intermediaria do método. Foram analisadas a linearidade e a faixa com as mesmas
especificagdes utilizadas no doseamento do padrdo. A equacdo da reta obtida para

a matéria-prima, sera utilizada para a determinacao do teor das capsulas.



A exatiddo do método para o doseamento da matéria-prima foi analisada
através do percentual de recuperacao obtido a partir de uma quantidade conhecida
de substancia quimica de referéncia adicionada a amostra de matéria-prima,
utilizando-se trés concentracdes diferentes, com trés determinacdes para cada uma
(ICH Q2A, 1995).

A terceira etapa constitui-se no doseamento dos farmacos nas capsulas
utilizando parametros de validacdo do método. O primeiro parametro analisado foi a
precisdo, avaliada através da repetibilidade. Esta foi analisada através do desvio
padrao e coeficiente de variagao percentual obtido na determinagao do farmaco em
10 amostras de igual concentragdo tedrica, no mesmo dia e sob as mesmas
caracteristicas experimentais, calculadas a partir da equacdo da reta obtida da
média de determinacdes realizadas em trés dias diferentes, em triplicata a cada dia,
com a mesma matéria-prima utilizada para a manipulagdo das capsulas. A ICH
recomenda o minimo de 6 determinagbes. Porém foram realizadas 10

determinagdes para satisfazer o teste farmacopéico de uniformidade de conteudo.

A exatidao foi analisada através do percentual de recuperacao obtido a partir
de uma quantidade conhecida de substancia quimica de referéncia adicionada a
amostra de capsulas, utilizando-se trés concentragbes diferentes, com trés
determinagdes para cada uma, conforme recomendado pela ICH. A exatidéao e a
especificidade podem ainda ser analisadas através da concordancia dos resultados
obtidos para o doseamento das capsulas pelas outras metodologias desenvolvidas.
Assim, determinou-se o percentual de concordancia entre os teores determinados
por cada metodologia, através da razdo dos resultados obtidos por cada
metodologia (ICH Q2A, 1995; FB, 1996; Brittain, 1998; USP, 2000).



5. Parte experimental especifica do atenolol: metodologias especificas,

resultados e discussao

5.1 Metodologias para o atenolol

5.1.1. Metodologias de controle de qualidade de atenolol matéria-prima e

qualificagcao de padrao secundario

A substancia quimica de referéncia utilizada no presente trabalho foi adquirida
do fornecedor Galena®, pertencente ao lote ATN/M/89/00-01 e teor declarado igual
a 99,4%. Esta substancia foi submetida aos testes de qualificagdo, conforme

descrito em 4.1.

A matéria prima utilizada para a manipulacdo das capsulas foi adquirida do
fornecedor Galena®, pertencente ao lote ATN/M/85/00-01 e teor declarado igual a

99,3%. A matéria prima foi previamente analisada conforme descrito no item 4.1.

5.1.1.1 Avaliagao dos caracteres organolépticos de atenolol



As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.1.

5.1.1.2 Analise da solubilidade de atenolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.2.

5.1.1.3 Determinagao de pH de atenolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.3.

5.1.1.4 Determinacgao da faixa de fusao de atenolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.4.

5.1.1.5 Analise da densidade de atenolol



As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.5.

5.1.1.6 Determinagao de umidade de atenolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.6.

5.1.1.7 Avaliacao do Laudo de anadlise de atenolol fornecido pelo

fabricante

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.7.

5.1.1.8 Identificagcao de atenolol por espectrometria no Infra-vermelho

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.8



5.1.1.9 Doseamento de atenolol matéria-prima e substancia quimica de

referéncia.

A determinacdo do teor da matéria-prima e da substadncia quimica de
referéncia foi feita utilizando parametros que validam os métodos de analise

empregados.

As metodologias utilizadas foram titulagdo potenciométrica, espectrometria de

absorcao no UV e Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia.

5.1.1.9.1 Doseamento de Atenolol por Titulagao Potenciométrica

A titulacado potenciométrica em meio nao aquoso € a técnica preconizada pela
Farmacopéia Européia e pela Farmacopéia Britanica para o farmaco atenolol (EP
1997; BP, 2000).

Dissolvem-se 200mg de atenolol em 80mL de acido acético anidro R. Titula-
se com acido perclérico 0,1iM. O ponto de equivaléncia é determinado por
potenciometria. Cada mL de acido perclorico utilizado corresponde a 26,63 mg de
atenolol (EP 1997; BP, 2000).

A técnica foi reproduzida e validada para o doseamento da matéria-prima

bem como da substancia quimica de referéncia.



5.1.1.9.2 Doseamento de Atenolol por Espectrometria de absorg¢ao no UV

A espectrometria de absor¢cdao no UV a 275nm é a técnica preconizada na
Farmacopéia Britanica 2000 para doseamento de comprimidos de atenolol (BP,
2000).

Validou-se um método de doseamento por espectrometria a 275nm para o
farmaco atenolol, utilizando um espectrofotdbmetro Perkin-Elmer modelo lambda 10
UV/VIS.

A partir de uma solugdo estoque a 200ug/mL da substancia quimica de
referéncia em metanol, foram feitas diluicbes para a construcdo de uma curva de
calibragao, com 7 pontos variando a concentragao de 40 a 175ug/mL. A absorbancia
de cada ponto foi medida em triplicata. A equagao da reta foi determinada a partir da

média das trés leituras.

Esta curva de calibracdo feita com a substancia quimica de referéncia foi

usada para determinar o teor da matéria-prima.

As mesmas diluigdes foram empregadas para constru¢ao de uma curva de
calibracdo com a matéria prima em analise, e comparada com a curva de calibragao

da substancia quimica de referéncia.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacao. A partir
de uma solugédo estoque da matéria-prima em analise com 100ug/mL, foram feitas
diluicdes em metanol a fim de atingir concentracdo final 50ug/mL. De uma solugéo
contendo 200ug/mL de substéncia quimica de referéncia (SQR) foram tomadas

aliquotas e adicionadas as diluicdes contendo 50ug/mL de matéria-prima, a fim de



obter concentracdes finais 70, 100 e 150ug/mL, dos quais 20, 50 e 100ug/mL,
respectivamente, sdo equivalentes a SQR adicionada e 50ug/mL é referente a

matéria-prima em analise.

5.1.1.9.3 Doseamento de Atenolol por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia.

A farmacopéia Americana apresenta uma metodologia por CLAE para

doseamento tanto do farmaco quanto de comprimidos de atenolol (USP, 2000).

Validou-se a metodologia de doseamento para o farmaco utilizando sistema
CLAE SHIMADZU, constituido de bomba LC-10AD VP e detector UV-Vis SPD-10AV

VP, gerenciado pelo controlador SCL-10AVP, acoplado a um computador Mega

Corp, e operado pelo programa Class-VP. A fase estacionaria utilizada foi uma
coluna Lichrospher® RP-18 (5um) de 125 x 4mm. A fase movel utilizada foi
metanol/acetonitrila/tamp&o fosfato (15:15:70) com pH 3, fluxo isocratico de

1mL/min. A detecgéo foi em UV a 225nm.

Construiu-se uma curva de calibracdo com a substadncia quimica de
referéncia, dissolvendo inicialmente 1mg/mL do farmaco na fase moével. Esta
solugéo foi diluida 1:10 a fim de obter 100ug/mL na fase mével. Para preparar a
curva, diferentes quantidades desta solugédo sao diluidas na fase moével, para obter
as concentragdes de 2,5 a 25ug/mL de atenolol. Esta curva de calibragao feita com a

SQR foi utilizada para determinar o teor da matéria-prima.

As mesmas diluigdes foram empregadas para constru¢do de uma curva de
calibracdo com a matéria prima em analise. A curva foi feita em ftriplicata. A curva de

calibragao da matéria-prima foi sobreposta a curva do padrao.



A exatidao do método foi verificada através do teste de recuperagdo. Foram
feitas solugbes-estoque a 100ug/mL com a matéria-prima e com a SQR. Da solugéo
contendo a matéria-prima, foram feitas diluicdbes em metanol a fim de atingir
concentracao final 5ug/mL. Da solugdo contendo SQR foram tomadas aliquotas e
adicionadas as diluicbes contendo 5ug/mL de matéria-prima, a fim de obter
concentragoes finais 10, 15 e 20 ug/mL, dos quais 5, 10 e 15ug/mL respectivamente
sdo equivalentes a SQR adicionada e 5ug/mL é referente a matéria-prima em

analise.

5.1.2 Manipulacao de capsulas de Atenolol

Foram manipuladas 360 capsulas com 100 mg de atenolol. O método de
encapsulacao utilizado foi o de preenchimento manual e nivelamento descrito nas

metodologias gerais no item 4.2.

Os excipientes utilizados na manipulacdo das capsulas de atenolol sao os
sugeridos por Ferreira, 2000 como excipiente padrao para capsulas, conforme tabela
abaixo.

Tabela 2: Formulagao capsulas de atenolol

Substancia Concentragao
Atenolol 100mg
Estearato de Magnésio 0,5%
Aerosil 1,0%
Lauril Sulfato de Sédio 1,0%
Talco Farmacéutico 30%
Amido de milho gsp 1 capsula

Todos os ensaios de controle de qualidade de capsulas de atenolol foram

realizados com este mesmo lote de capsulas.



5.1.3 Controle de Qualidade das Capsulas manipuladas de atenolol

5.1.3.1 Variagao de peso e peso médio das capsulas de atenolol

A metodologia utilizada é a sugerida na Farmacopéia Brasileira, a qual esta

descrita no item 4.3.1 das metodologias gerais.

5.1.3.2 Avaliagao da uniformidade de conteudo das capsulas de atenolol

Determinou-se a uniformidade de dose das capsulas de atenolol conforme
descrito nas metodologias gerais item 4.3.2, doseando-se o conteudo de dez

capsulas individualmente.

Nao existe metodologia farmacopéica para doseamento de capsulas de
atenolol. As metodologias utilizadas no doseamento da matéria-prima foram
adaptadas e validadas para o a determinacao do teor das capsulas, as quais sio:
titulagdo potenciométrica, espectrometria de absor¢do no UV e Cromatografia

Liquida de Alta eficiéncia.

5.1.3.2.1 Doseamento de capsulas de atenolol por Titulagao Potenciométrica



A técnica das farmacopéias européia e britdnica descrita no item 5.1.1.9.1
sugerida para doseamento do farmaco foi adaptada e validada para o doseamento
das capsulas manipuladas (EP, 1997; BP, 2000).

A farmacopéia brasileira recomenda no caso de titulagao, utilizar titulante
mais diluido na determinacao de uniformidade de conteudo. A metodologia adaptada
e validada constitui-se na diluicdo do conteudo de uma capsula (100 mg tedricos)
em 40 mL de acido acético anidro R. A titulagdo é feita com acido perclorico 0,05 M.

Cada mL gasto equivale a 13,315 mg de atenolol (FB, 1996).

5.1.3.2.2. Doseamento das capsulas de atenolol por Espectrometria de

absorgao no UV

A espectrometria de absor¢do no UV a 275 nm é a técnica preconizada na

Farmacopéia Britanica para doseamento de comprimidos de atenolol (BP, 2000).

A fim de validar uma metodologia de analise para capsulas, construiu-se uma
curva de calibragdo com a matéria-prima, a partir de uma solucido estoque contendo
200 pg/mL do farmaco dissolvido em metanol, com 8 pontos variando a
concentragdo de 40 a 200 pg/mL. A absorbéncia de cada ponto foi medida em
triplicata, e foram realizadas trés curvas, em dias diferentes, sob as mesmas
condicbes experimentais. A equacgao da reta foi determinada a partir da média das

leituras determinadas nos trés dias.

A metodologia utilizada para doseamento do farmaco descrita em 5.1.1.9.2 foi
adaptada e utilizada para determinacao do teor das capsulas. Assim, cada capsula
foi diluida em 100 mL de metanol, obtendo uma solugao estoque com concentragao

tedrica igual a 1000 pg/mL. Esta solucdo foi diluida a fim de obter solugdo com



concentragao tedrica final igual a 100 ug/mL. Estas diluicbes foram preparadas em
trilplicata, e medidas as absorbancias a 275 nm. Os resultados foram aplicados na
equacgao da reta encontrada na curva de calibragdo feita com a matéria-prima de

origem, e calculado o teor do farmaco em cada capsula.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperagao. Cada
capsula foi diluida em 100 mL de metanol, formando uma solugdo com concentragao
tedrica de 1000 ug/mL. Diluiu-se esta solugdo em uma para dez partes de metanol,
obtendo assim uma solugdo com concentracdo tedrica 100 pg/mL. Fizeram-se
diluicdes em metanol a fim de atingir concentragao final 50 ug/mL em 4 amostras. A
primeira foi diluida com metanol. As demais foram adicionadas aliquotas de uma
solugdo 200 ug/mL de SQR, a fim de obter concentragbes finais 70, 100 e 150
ug/mL, dos quais 20, 50 e 100 ug/mL respectivamente sdo equivalentes a SQR

adicionada e 50ug/mL tedricos séo referentes a capsula em analise.

5.1.3.2.3. Doseamento das capsulas de atenolol por cromatografia
liquida de alta aficiéncia (CLAE)

A metodologia utilizada para doseamento do farmaco citada no item 5.1.1.9.3

foi adaptada e utilizada para determinacao do teor das capsulas.

O conteudo de cada capsula foi diluida em 100 mL de fase mével, obtendo
uma solugao com concentragao tedrica igual a 1000 ug/mL. Esta solugéo foi diluida
a fim de obter concentragéo tedrica 100 ug/mL. Foram tomadas aliquotas e diluidas
para obter concentracdo tedrica final igual a 10 ug/mL. Estas diluigdes foram
preparadas em ftrilplicata, e injetadas no cromatégrafo sob as mesmas condicdes

experimentais descritas no item 5.1.1.9.3



Os resultados foram aplicados na equacgao da reta encontrada na curva de
calibragdo feita com a matéria-prima de origem, e calculado o teor do farmaco em

cada capsula.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacao.
Diluiram-se 1 capsula de 100mg para 100mL de fase modvel, obtendo assim uma
solugcdo de concentragao tedrica igual a 1mg/mL. Esta solugcéo foi diluida em uma
para 10 partes de fase movel a fim de obter 100ug/mL. Fez-se também uma solugao
estoque com a SQR a 1mg/mL e da mesma forma, dilui-se esta para 100ug/mL. Da
solugdo contendo a capsula, foram feitas diluicbes em metanol a fim de atingir
concentrag&o tedrica final Sug/mL. Da solugdo de SQR foram tomadas aliquotas e
adicionadas as diluigbes contendo 5ug/mL de capsula, a fim de obter concentragdes
finais 10, 15 e 20 ug/mL, dos quais 5, 10 e 15ug/mL respectivamente sao referentes

a SQR adicionada e 5ug/mL é referente a capsula em analise.

5.1.3.3 Determinagao do tempo de dissolugao das capsulas de atenolol

Nao existe metodologia farmacopéica para a determinagdo do tempo de

dissolucdo de capsulas de atenolol.

O meio de dissolucao utilizado é o especificado na USP 24 para comprimidos

de atenolol , e constitui-se de agua a 37°C.

Inicialmente, foi obtido o espectro de absorgédo na regidao do UV entre 200 e
400 nm de uma solugéo a 25 ug/mL de atenolol diluido em agua para determinar o

comprimento de onda onde ocorre a absorgao maxima.



Foi preparada uma curva de calibracdo a partir de uma solugdo com 100
ug/mL de matéria-prima diluida em agua, com concentragdes variando de 2,5 a 20
ug/mL. A absorbancia de cada ponto no comprimento de onda determinado foi

medida em triplicata.

O aparato utilizado é a cesta para agitagcdo do meio de dissolugéo, descrita na

Farmacopéia Brasileira (FB, 1988).

Foram feitas seis determinacdes, tomando-se aliquotas do conteudo da cuba
apo6s 30 minutos e diluidas a fim de se obter 11,1 ug/mL tedricos no caso de diluigéo

total.

As amostras foram doseadas em espectrofotdbmetro e a curva de calibragéo
da matéria-prima diluida em agua foi utilizada para determinar o teor encontrado na

amostra. Foi determinada a porcentagem de dissolugao.

5.1.3.4 Analise da interacao de Atenolol com excipientes pela técnica de

Difragcdo de Raios-X

A metodologia utilizada esta descrita nas metodologias gerais no item 4.3.4.



5.2 Resultados e discussao atenolol

5.2.1 Controle de qualidade de atenolol matéria-prima e qualificagdao de

padrao Secundario

As analises foram realizadas com a mesma matéria-prima usada para
manipulagédo das capsulas. Paralelamente, alguns dos ensaios foram realizados com
amostras de outro lote de atenolol, com o intuito de qualifica-lo como substancia

quimica de referéncia (SQR), e comparagao de resultados.

5.2.1.1 Avaliagao dos caracteres organolépticos de atenolol

A matéria prima analisada apresenta-se como po6 branco, de acordo com as
referéncias consultadas. (EP 1997; USP, 2000; BP 2000; O’Neil et al., 2001)

A SQR apresentou as mesmas caracteristicas.

5.2.1.2 Analise da solubilidade de atenolol



O farmaco apresentou-se pouco soluvel em agua, isopropanol e acetona;
ligeiramente soluvel em etanol 96%, facilmente soluvel em &acido acético e soluvel
em dimetilsulfoxido, demonstrando conformidade com os dados apresentados nas
monografias (Reynolds, 1996; EP 1997; USP, 2000; BP 2000; O’Neil et al., 2001).

Os mesmos solventes foram testados para a SQR apresentando igual

conformidade.

5.2.1.3 Determinagao de pH de atenolol

O pH medido a 25°C, em ftriplicata de amostras com 1% de atenolol diluido

em agua foi 11,2. Ndo foram encontradas referéncias relacionadas.

A SQR apresentou pH 11,1 sob as mesmas condigdes.

5.2.1.4 Determinagao da faixa de fusao de atenolol

A faixa de fusdo encontrada para a matéria prima foi 154,7 a 156,2 °C.

A Farmacopéia Americana reporta a faixa de 152,0 a 156,5 °C para o farmaco
(USP, 2000).

A SQR apresentou igual conformidade, e faixa de fusdo de 152,0 a 156,0 °C.



Nao forma encontradas divergéncias de resultados entre os equipamentos

utilizados.

5.2.1.5 Analise da densidade de atenolol

A densidade aparente encontrada para a matéria-prima foi 0,3006 g/mL. Este
€ um ensaio de carater informativo, relacionado ao lote especifico de cada matéria-
prima, e utilizado para determinacdo da quantidade de excipiente a ser utilizado na

manipulacao das capsulas.

5.2.1.6 Determinagao de umidade de atenolol

Houve uma perda de 0,45 % do peso de amostras de 1 g de atenolol em
secagem em estufa a 105 °C até peso constante. O ensaio foi realizado em ftriplicata
e as amostras encontram-se dentro do limite de 0,5 % especificado na literatura
(USP, 2000; BP 2000).



5.21.7 Avaliacao do Laudo de analise de atenolol fornecido pelo

fabricante

Das analises realizadas, as caracteristicas organolépticas, a solubilidade, o
ponto de fusdo, a perda por dessecacao sao citadas no laudo do fornecedor e os
resultados estdo em conformidade com as especificagdes tanto para a matéria prima
quanto para a SQR. O teor também estda em conformidade com o laudo, tanto da
matéria-prima, quanto da SQR, conforme apresentado no item 5.2.1.9, o qual

contempla os resultados das analises de doseamento.

5.2.1.8 Identificagao de atenolol por espectrometria no Infra-vermelho

O espectro IV obtido para o atenolol demonstrou sobreponibilidade ao
apresentado na literatura adotada como referéncia (Moffat, 1986). Adicionalmente o
espectro foi comparado ao obtido sob as mesmas condi¢cbes para a substancia
quimica de referéncia adotada como padrdao, mostrando-se correspondente e

atestando a identidade do farmaco.

Observa-se a banda referente ao grupamento carbonila préximo a 1650 cm™.

Pouco acima de 1500 cm™' observa-se a banda fina caracteristica das

ligagdes duplas de carbono.

Entre 3000 e 3500 cm™ observa-se as bandas largas relativas aos

grupamentos amina e amida presentes na estrutura do farmaco (Silverstain, 2000).



Os principais picos reportados para o atenolol localizam-se nos comprimentos
de onda 1633, 1245, 1510, 1184, 805 e 820 cm™ (Moffat, 1986).
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Figura 4: Espectro IV obtido na literatura para o atenolol (Moffat, 1986)
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Figura 5: Espectro IV obtido para o atenolol - SQR
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Figura 6: Espectro IV obtido para o atenolol — matéria-prima

5.2.1.9 Doseamento de atenolol

5.2.1.9.1 Doseamento de atenolol por Titulagao Potenciométrica

A primeira etapa foi o doseamento do padrdo secundario, avaliando a
precisdao através do parametro repetibilidade. O teor foi determinado em seis

amostras e os resultados podem ser visualizados na tabela seguinte.



Tabela 3: Determinacgao de teor de Atenolol SQR por titulagao

Amostra Teor (%) Média (%) + dp | Coeficiente
Variacgao (%)
100,61 99,54 + 0,76 0,76

98,75
99,79
99,99
99,50
98,61

o O &~ W N =

A precisdo do método foi demonstrada pelo baixo coeficiente de variagdo. O
laudo do fabricante apresenta como teor do padrao 99,4%. Assim, o resultado
encontrado estd em conformidade com o laudo, apresentando percentual de
concordancia de 100,14%, atestando a especificidade e exatidao do método. Dessa
forma a conformidade do resultado do doseamento obtido por um método
farmacopéico com o apresentado pelo laudo do fabricante, além dos demais testes
de qualificagao realizados, justifica 0 uso desta substancia como SQR. Sera adotado

como valor de referéncia o teor 99,4% apresentado no laudo do fabricante.

O doseamento da matéria-prima foi realizado baseando-se em parametros
que validam o método utilizado. Primeiramente analisou-se a precisédo, através da
repetibilidade obtida no doseamento de 6 amostras, conforme resultados

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 4: Determinacgao de teor de Atenolol matéria-prima por titulagao

Amostra Teor (%) Média (%) + dp | Coeficiente
Variagao
(%)
1 100,27 98,65 + 1,41 1,43
2 99,16




98,68
99,85
97,11
96,84

o O | W

A precisdo do método foi demonstrada pelo baixo coeficiente de variagao
obtido na determinacido de atenolol em amostras do farmaco analisadas no mesmo

dia e sob as mesmas condi¢cdes experimentais.

O teor determinado de 98,65 % apresenta percentual de concordéncia de
99,34% em relagdo ao teor declarado pelo fabricante. Os percentuais de
concordancia obtidos para o doseamento do farmaco por espectrometria de
absorcao no ultravioleta e CLAE séo 98,41 % e 100,10 %, respectivamente. Os
percentuais de concordancia encontram-se dentro das margens de limites de

determinagao de teor do atenolol, demonstrando a especificidade do método.

Ambos, matéria-prima e SQR encontram-se dentro dos limites que a
Farmacopéia Americana especifica para teor no farmaco: 98,0 a 102,0 % (USP,
2000).

5.2.1.9.2 Doseamento de atenolol por Espectrometria de absor¢ao no UV

A curva de calibragdo com a respectiva regressao linear € apresentada
abaixo. O coeficiente de correlagcéo de 0,99898 demonstra a linearidade do método.
A equacao da reta de regresséo linear da SQR sera utilizada para determinar o teor

da matéria-prima. A faixa determinada foi 40 a 175ug/mL.
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Figura 7: Curva de Calibracao de atenolol SQR por espectrometria de

absorgao no ultravioleta

O teor determinado de matéria-prima foi calculado a partir da equacao da reta

obtida com o padrdo, considerando-se que a substancia quimica de referéncia

possui 99,4% de teor. Fez-se seis diluigbes da matéria-prima com concentragao

tedrica 100ug/mL. A média dos valores encontrados foi 100,24 % de teor da matéria

— prima, calculada a partir da curva de calibragao feita com a substancia quimica de

referéncia. A precisédo foi demonstrada pelo coeficiente de variagao 1,85 %.

Tabela 5: Determinacgao de teor de matéria-prima Atenolol por espectrometria

de absorg¢ao no ultravioleta

Amostra

Teor (%) Média (%) + dp

Coeficiente

Variacao (%)

102,56 100,24 + 1,85

101,97

98,10

100,00

98,22

O O | WO N| =

100,60

1,85

Os percentuais de concordancia em relagao ao teor declarado pelo fabricante,

bem como ao teor

respectivamente.

determinado por CLAE sao

100,84% e 101,71%,



As mesmas diluicbes empregadas na construgdo desta curva de calibragéo
foram feitas para a matéria prima em analise. As curvas foram feitas em triplicata. A
curva de calibracdo da matéria-prima foi sobreposta a curva do padrdo. O
coeficiente de correlagdo encontrado foi 0,99964, mostrando a correspondéncia

entre matéria-prima e SQR bem como a exatidado do método.
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1.0 Y =-0,01823 + 0,00535 * X
SD =0,00878, N=8
08 [ R = 0,99964 .

absorvancia
[ ]
Fe

04

| n |Ateno|o|

0,2 ¢ SOR 7]

50 100 150 200
concentragdo (ug/mL)

Figura 8: Comparacgao das curvas de calibragao de atenolol SQR e

matéria-prima por espectrometria de absorg¢ao no ultravioleta

A exatiddo do método foi verificada através do percentual médio de
recuperacao obtido igual a 99,39 % e coeficiente de variagéo igual a 4,71 %. Os
resultados obtidos para o teste de recuperacdo podem ser verificados na tabela

abaixo.

Tabela 6: Teste de recuperagao para atenolol por espectrometria de absorgao

no ultravioleta



Concentragdao | Quantidade | Quantidade % de % médio |C.V. %
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
50 20 20,96 104,80 99,39 + 4,71
50 50 48,43 96,86 4,68
50 100 96,52 96,52

*Cada valor é média de trés determinagdes.

5.2.1.9.3 Doseamento de atenolol por Cromatografia Liquida de Alta

eficiéncia

As amostras foram diluidas na fase movel, na faixa de 2,5 a 25ug/mL e

injetadas no cromatografo sob as condi¢des descritas em 5.1.1.9.3.

A injecdo de uma diluicdo de atenolol substancia quimica

10ug/mL resultou no cromatograma abaixo.
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Figura 9: Cromatograma obtido para diluigao de atenolol SQR 10pug/mL

A curva de calibragdo com a respectiva regressao linear na faixa de 2,5 a
25ug/mL é apresentada abaixo. O coeficiente de correlagdo igual a 0,99933
demonstra a linearidade do método. A equacdo da reta de regressao linear

construida com a SQR sera utilizada para determinar o teor da matéria-prima.
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Figura 10: Curva de Calibragcao de atenolol SQR por CLAE
Esta curva de calibragdo foi usada para calcular o teor da matéria—prima,
sabendo-se que a substancia quimica de referéncia possui 99,40 % de teor. Fez-se
seis diluigbes da matéria-prima com 10 ug/mL de concentragao teodrica. A média dos
valores encontrados foi 98,55 % de matéria —prima calculada a partir da curva de
calibracao feita com a substancia quimica de referéncia. A precisdo foi demonstrada

pelo coeficiente de variagéao 1,48 %.

Tabela 7: Determinagéo de teor de matéria-prima Atenolol por CLAE

Amostra Teor (%) Média (%) + dp Coeficiente
Variacgao (%)
100,02 98,55 +1,45 1,48

97,74
97,15
100,74
97,95
97,73

o O A WO N| =~

O percentual de concordancia em relagao ao teor declarado pelo fabricante é
igual a 99,14 %. A injecdo de 10 ug/mL de atenolol matéria-prima resultou no

cromatograma abaixo.
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Figura 11: Cromatograma obtido para diluicao de atenolol matéria-prima
10pug/mL

As mesmas diluicbes empregadas na construgdo desta curva de calibragao
foram feitas para a matéria prima em analise. As curvas foram feitas em triplicata. A
curva de calibracdo da matéria-prima foi comparada a curva do padrao,
demonstrando sobreposicdo. O coeficiente de correlagdo encontrado foi 0,99933,
mostrando a correspondéncia entre matéria-prima e SQR bem como a exatidao do
meétodo. A curva de calibracdo da matéria-prima sera usada para doseamento das

capsulas manipuladas.
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Figura 12: Comparagao das curvas de calibragao de atenolol SQR e

matéria-prima por CLAE

A exatiddo do método foi verificada através do percentual médio de

recuperacao obtido igual a 100,68% e coeficiente de variagao igual a 4,85%. Os



resultados obtidos para o teste de recuperagcdo podem ser verificados na tabela

abaixo.
Tabela 8: Teste de recuperacgao para atenolol por CLAE
Concentracao | Quantidade | Quantidade % de % médio | C.V.
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
5 5 5,32 106,32 100,68 + | 4,85
10 9,79 97,89 4,88
15 14,67 97,83

*Cada valor € média de trés determinagoes.

5.2.2 Controle de Qualidade das Capsulas de atenolol manipuladas

5.2.2.1 Variagao de peso e peso médio das capsulas de atenolol

O peso médio determinado em 20 unidades foi igual a 0,2567. Das vinte

unidades analisadas, nenhuma excedeu a variagcdo de 5 % deste valor. As capsulas

encontram-se conformes no

requisito uniformidade de peso,

cujos limites

especificados na Farmacopéia Brasileira para capsulas entre 80 e 250 mg é igual a
7,5 % de variacao (FB, 1988).

Os pesos individuais das capsulas podem ser vistos na tabela abaixo.

Tabela 9: Variagdao de peso e peso médio em gramas das capsulas de

atenolol
0,2515 0,2630 0,2562 0,2543
0,2651 0,2626 0,2596 0,2562




0,2672 0,2529 0,2542 0,2482

0,2462 0,2553 0,2562 0,2526

0,2512 0,2646 0,2514 0,2656
Média:0,2567 Desvio padrao: 0,005997 Coef.Variacao: 2,34%
Limites de variagao +7,5% = 0,2759

- 7,5%= 0,2374

5.2.2.2 Avaliagao da uniformidade de conteudo das capsulas de atenolol

5.2.2.2.1 Doseamento de capsulas de atenolol por Titulagao
Potenciométrica

As capsulas manipuladas foram analisadas individualmente por titulagdo
potenciométrica, e os resultados mantiveram-se dentro dos limites especificados
para comprimidos de atenolol o qual é de 90 a 110% do teor declarado; conforme

pode-se observar na tabela abaixo.

Tabela 10: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de
atenolol por titulagao
Amostra Teor (%) Média (%) + C.V. (%)
dp
96,00 99,093 + 3,03 3,06
97,35
106,75
98,69
100,03
97,35

| O | W N -




7 97,35
100,03
100,03
10 97,35

A exatidado e a especifidade podem ser demonstradas pela concordancia dos
resultados com os apresentados pelas outras metodologias. Os percentuais de
concordancia obtidos para o doseamento das capsulas por espectrometria de

absorgao no UV e CLAE séo 94,51 % e 104,03 %, respectivamente.

5.2.2.2.2 Doseamento de capsulas de atenolol por Espectrometria-Uv

A equacédo da reta obtida na curva de calibragdo construida para a matéria-
prima foi utilizada para o doseamento de dez capsulas individualmente, para teste

da uniformidade de conteudo.

A curva de calibracdo com a respectiva regressao linear determinada na faixa
de 40 a 175 ug/mL é apresentada abaixo. O coeficiente de correlagao igual a
0,99964 demonstra a linearidade do método. A equacéao da reta de regressao linear
construida com a prépria matéria-prima utilizada na manipulagado das capsulas sera
usada para o doseamento das capsulas, aumentando a autenticidade dos

resultados.
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Figura 13: Curva de Calibracao de atenolol - matéria-prima por espectrometria

de absorgcao no ultravioleta

A precisdo do meétodo através do parametro repetibilidade, bem como a
uniformidade de conteudo foram demonstradas pelo coeficiente de variacéo
percentual encontrado no doseamento de 10 capsulas, individualmente. Os
resultados do doseamento de cada capsula sao apresentados na tabela seguinte,
considerando 100% de teor a concentracéo igual a 100 pg/mL que corresponde a

concentracao teorica da solugao diluida.

Tabela 11: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de
atenolol por espectrometria-Uv
Amostra Teor (%) Média (%)+ dp | Coeficiente de
Variagao (%)




108,57 104,84 + 3,30 3,15
105,46
99,85
109,57
102,55
102,87
103,46
107,98
106,73
101,39
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Os resultados da determinacdo dos teores individuais de cada capsula
mantiveram-se dentro dos limites especificados pela Farmacopéia Americana para

comprimidos de atenolol o qual € de 90 a 110% do teor declarado (USP, 2000).

A exatidao e a especificidade podem ser demonstradas pela concordancia
dos resultados com os apresentados pelas outras metodologias. O percentual de
concordancia obtido para o doseamento das capsulas por CLAE é 110,06%. Sugere-
se que percentuais de concordancia maiores do que 100% indiquem a existéncia de
uma interferéncia positiva (Brittain, 1998). Assim, o percentual de concordancia em
relacdo a metodologia CLAE, sugere a presenca de uma interferéncia positiva no
doseamento pela técnica de espectrometria de absor¢cdgo no UV. Porém, esta
interferéncia encontra-se dentro da faixa aceitavel, pois nenhuma das dez capsulas

excedeu os limites de variagdo especificados.

A exatiddo foi avaliada através do percentual de recuperacdo encontrado
igual a 102,11. Porém o coeficiente de variagdo demonstra uma variagao
consideravel. Os resultados do teste de recuperagcdo podem ser vistos na tabela
seguinte, a qual demonstrou que com o aumento da quantidade adicionada ocorreu

uma diminui¢do da quantidade recuperada, resultando em um desvio padrdo maior.



Tabela 12: Teste de recuperagdo para capsulas de atenolol por
espectrometria de absorgao UV
Concentracao | Quantidade | Quantidade % % médio |CV %

inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)

50 20 22,05 110,25 102,11+ | 7,76

50 50 50,84 101,68 7,93

50 100 94,39 94,39

*Cada valor € média de trés determinagoes.

5.2.2.2.3 Doseamento de capsulas de atenolol por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia

A equagao da reta obtida na curva de calibragdo construida para a matéria-

prima foi utilizada para o doseamento de dez capsulas individualmente, para teste

da uniformidade de conteudo.

A curva de calibragdo com a respectiva regresséo linear determinada na faixa

de 2,5 a 25ug/mL é apresentada abaixo. O coeficiente de correlag&o igual a 0,99959

demonstra a linearidade do meétodo.

A equacdo da reta de regressao linear

construida com a prépria matéria-prima utilizada na manipulagdo das capsulas sera

usada para o doseamento das capsulas, aumentando a fidedignidade dos

resultados.
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Figura 14: Curva de Calibragao de atenolol - matéria-prima por CLAE

A precisdo do método foi avaliada através do parametro repetibilidade.

A uniformidade de conteudo foi demonstrada pelo coeficiente de variagao

percentual encontrado no doseamento individual de 10 capsulas.

O cromatograma obtido pela analise de uma solugdo contendo 10ug/mL
tedricos de atenolol provenientes da diluicdo de uma das capsulas analisadas é

mostrado abaixo.
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Figura 15: Cromatograma obtido para diluicdo de capsula de atenolol

analisada

Os resultados do doseamento de cada capsula sdo apresentados na tabela

seguinte, considerando 100% de teor a concentragdo igual a 10ug/mL que

corresponde a concentracio tedrica da solugao diluida.

Tabela 13: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de

atenolol por CLAE

Capsula

Teor (%)

Média (%)+ dp

C.V.(%)

1

96,81

97,41 + 5,85

99,05

105,38

105,67

91,90

98,32

90,45

90,00

Ol O N| O O | W N

99,36

—_
o

96,58

6,00




Os resultados obtidos encontram-se em conformidade com as especificagdes

farmacopéicas que delimitam a aceitagao entre 90 e 110% de teor (USP, 2000).

No entanto algumas capsulas encontram-se bem préximas ao limite minimo
de teor tolerado. Neste ponto do trabalho, pode-se notar a importancia da analise
individual de capsulas, como representativo da homogeneidade. Se o conteudo das
10 capsulas tivesse sido misturado e tomadas aliquotas desta mistura para a
realizacdo do doseamento, conforme indicam muitas monografias, provavelmente as
capsulas de maior teor cobririam esta falta de ativo nas capsulas de menor teor, no
momento do doseamento. Além disso, a mistura posterior, poderia mascarar uma

homogeneizagao inadequada no momento de manipulagédo das capsulas.

Sugere-se 0 uso de fatores de corre¢cdo do teor da matéria-prima a fim de
obter o teor de ativo necessario (Ferreira, 2000). Desse modo, embora as capsulas
estejam em conformidade com as especificagdes, os resultados estariam mais perto
do ideal se fosse considerado um fator de correcédo do ativo quando da manipulagao

das capsulas.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperagédo, cujos
resultados sdo mostrados abaixo. O percentual de recuperacdo médio encontrado e

o baixo coeficiente de variagdo demonstram a exatidao do método.

Tabela 14: Teste de recuperacgao para capsulas de atenolol por CLAE.

Concentragcao | Quantidade | Quantidade % de % médio | C.V.
tedrica inicial SQR recuperada * | recuperagao |recuperado| %
(Capsulas) adicionada +dp
(ng/mL) (ng/mL)
5 5 5,22 104,43 102,45+ |1,78%
5 10 10,21 102,08 1,82
5 15 15,13 100,85

* Cada valor € média de trés determinagdes



5.2.2.3 Determinagao do tempo de dissolugao de capsulas de atenolol

O espectro de absorc¢ao na regidao do UV entre 200 e 400 nm obtido com uma
solugéo teste de atenolol a 25ug/mL em agua, que constitui 0 meio de dissolugéo

especificado, mostrou um pico de absor¢cao em 224nm, conforme pode-se observar
na tabela 14 e na figura 16.

Tabela 15: Absorvancias medidas em uma solugao teste de atenolol

Comprimento de Onda (nm) Absorvancia

375 0,0371
280,20 0,1068
274 0,1294
224,40 0,9565

2,500, g

|

! |

l ';

i {

2,000} 1

|

|

? | f_

I
; |
1,000, |

200,0 250,0 300,0 350,0 400,C

Wavelength [(nm.)



Figura 16: Espectro de absorg¢ao na regiao do UV do atenolol (200 — 400 nm)

A curva de calibracdo feita em agua com o atenolol, do mesmo lote de
matéria-prima com que foram manipuladas as capsulas, pode ser observada abaixo,

com a respectiva equacao da reta e coeficiente de correlagao.
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Figura 17: Curva de calibragao por espectrometria de absorg¢ao no ultravioleta

de Atenolol no meio de dissolugao

As porcentagens de dissolugéo obtidas apds 30 minutos sdo apresentadas na

tabela abaixo. Os teores foram calculados considerando-se 100% de dissolu¢ao a

concentracao teodrica igual a 11,1ug/mL.

Tabela 16: Porcentagem de dissolugao de capsulas de atenolol

Teor (%) Média
103,15 97,91%




102,61
93,69
96,85
99,73
91,44

As concentracbes obtidas encontram-se de acordo com a tolerancia
especificada pela Farmacopéia Americana para comprimidos de atenolol, que é de
no minimo 80 % de dissolugdo apds 30 minutos sob as condi¢cdes especificadas
(USP, 2000).

5.2.2.4 Analise da interacao de Atenolol com excipientes pela técnica de

Difragcdo de Raios-X

Os difratogramas obtidos para o farmaco atenolol e para o conteudo das
capsulas manipuladas sdo apresentados nas figuras 18 e 19. A figura 20 mostra

ambos os difratogramas, permitindo visualizar a sobreposigcdo dos mesmos.
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Figura 18: Difratograma obtido para o farmaco Atenolol
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Figura 19: Difratograma obtido para o conteudo das capsulas de atenolol
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Figura 20: Comparacgao entre difratogramas obtidos para o conteudo das

capsulas de atenolol e farmaco

Pode-se observar os picos de maior intensidade no difratograma obtido para o
farmaco atenolol apontados na figura 18 correspondentes a 20= 6,45; 9,62; 20,59 e
22,36.

Foram também obtidos os difratogramas para cada um dos excipientes
utilizados na formulacdo: aerosil, amido, lauril sulfato de sdédio, estearato de
magnésio e talco. A fim de investigar alteragdes na estrutura cristalina do farmaco,
determinou-se os picos significativos e analisaram-se os difratogramas obtidos para
a substancia isolada e capsula (mistura), a fim de verificar se os mesmos

mantinham-se nas mesmas posicoes.

A relativa aleatoriedade no arranjo das moléculas de uma substancia nao

cristalina gera uma dispersdo pouco coerente de Raios-X, resultando num largo e



difuso padrao de maximos de difracdo. Estes padrdoes sao claramente distinguiveis

das espécies cristalinas, que fornecem padrdes de difragédo nitidos (USP, 2000).

O aerosil (figura 21) apresenta difratograma tipico de estruturas néo
cristalinas. Além disso, esta presente em baixa concentracdo na formulacao, e
concentragdes baixas ndo sao detectadas pelo equipamento. Ainda, as intensidades
relativas sdo muito baixas em relacdo as intensidades dos picos significativos

encontrados no difratograma das capsulas.
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Figura 21: Difratograma obtido para o aerosil

O amido (figura 22), embora presente em quantidade significativa na
formulagdo, apresenta difratograma tipico de estruturas n&o cristalinas, além de
intensidades relativas muito baixas em relacdo as intensidades dos picos

significativos encontrados no difratograma das capsulas.
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Figura 22: Difratograma obtido para o amido

O Lauril Sulfato de Sédio (figura 23) e o Estearato de magnésio (figura 24)
estdo presentes em concentragbes iguais a 1 e 0,5% respectivamente.

Concentragdes menores do que 5% nao interferem significativamente na analise.
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Figura 23: Difratograma obtido para o Lauril Sulfato de Sédio
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Figura 24: Difratograma obtido para o Estearato de Magnésio

O talco (figura 25) é um excipiente que apresenta difratograma tipico de
estrutura cristalina, e esta presente em quantidade significativa na formulacao.
Assim, determinou-se os picos mais significativos correspondentes a 26=9,40 e
28,59.
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Figura 25: Difratograma obtido para o talco

A partir da figura 19 obtém-se a figura 26, a qual corresponde a ampliagcéo da

regido correspondente a faixa de 8 a 12 de 26 do difratograma obtido para as

capsulas.
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Figura 26: Faixa de 8 a 12 de 20 do difratograma obtido para o conteudo das

capsulas de atenolol

Verifica-se a presenga de picos sobrepostos em 20 aproximadamente igual a
9,5. Porém, pode-se constatar a existéncia de dois picos. O primeiro em 26=9,45 e o
segundo em 20=9,65. Sugere-se que se refiram aos picos 20=9,4 do talco e 26=9,62

do atenolol.
Também a partir da figura 19, obteve-se a figura 27 a qual corresponde a

ampliagdo da regido correspondente a faixa de 20 a 23 de 20. Pode-se verificar a

presenca dos picos 20=20,6 e 20=22,3 referentes ao atenolol.
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Figura 27: Faixa de 20 a 25 de 20 do difratograma obtido para o conteudo

das capsulas de atenolol

A figura 28 corresponde a ampliagao da regido correspondente a faixa de 26

a 32 de 20. Pode-se observar em 26=28,5, isolado, o pico referente ao talco.
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Fig 28: Faixa de 26 a 32 de 20 do difratograma obtido para o conteudo

das capsulas de atenolol

Quando ocorrem interacbes com excipientes, podem ocorrer mudangas na
estrutura cristalina do farmaco resultando em alterag&o no perfil de difragdo de raios-
X.

Assim, a presencga de picos isolados no difratograma da formulagdo das
capsulas, bem como a verificagado da existéncia de picos nas mesmas posi¢gdes em
que se encontravam nos difratogramas individuais das substancias, é uma evidéncia

de que nao ocorre alteragao na estrutura cristalina do farmaco.



6. Parte experimental Enalapril: Metodologias especificas, Resultados e

discussao

6.1 Metodologias para o enalapril

6.1.1 Metodologias de controle de qualidade de enalapril matéria-prima e

qualificagcao de padrao Secundario

A substancia quimica de referéncia utilizada no presente trabalho foi adquirida
do fornecedor Galena®, pertencente ao lote 20010405 e teor declarado igual a
99,8%. Esta substancia foi submetida aos testes de qualificagdo, conforme descrito

no item 4.1.

A matéria prima utilizada para a manipulacdo das capsulas foi adquirida do
fornecedor Galena®, pertencente ao lote 5111-00-042-A e teor declarado igual a

99,6%. A matéria prima foi previamente analisada conforme descrito no item 4.1.

6.1.1.1 Avaliagcao dos caracteres organolépticos de enalapril



As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.1.

6.1.1.2 Analise da solubilidade de enalapril

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.2.

6.1.1.3 Determinacgao de pH de enalapril

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.3.

O pH foi determinado a 25°C, em triplicata de amostras contendo 1% de
enalapril diluido em agua (EP, 2000).

6.1.1.4 Determinacgao da faixa de fusao de enalapril

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.4.



6.1.1.5 Analise da densidade de enalapril

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.5.

6.1.1.6 Determinagao de umidade de enalapril

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.6.

6.1.1.7 Avaliacao do Laudo de analise de enalapril fornecido pelo

fabricante

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.7.

6.1.1.8 Identificagcao de enalapril por espectrometria no Infra-vermelho

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.8



6.1.1.9 Doseamento de enalapril matéria-prima e substancia quimica de

referéncia.

A determinacdo do teor da matéria-prima e da substadncia quimica de
referéncia foi feita utilizando parametros que validam os métodos de analise
empregados. As metodologias utilizadas foram titulagdo potenciométrica,

espectrometria de absor¢do no UV e Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia.

6.1.1.9.1 Doseamento de enalapril por Titulagao Potenciométrica

A titulagdo potenciométrica em meio aquoso € a técnica preconizada pelas

farmacopéias Britanica e Européia para o farmaco enalapril (BP, 2000; EP, 2001).

Dissolvem-se 100mg de enalapril em 30mL de agua livre de diéxido de
carbono. Titula-se com hidréxido de sédio 0,1M. O ponto de equivaléncia é
determinado por potenciometria. Cada mL de hidroxido de sodio utilizado

corresponde a 16,42mg de enalapril.

A técnica foi reproduzida e validada para o doseamento da matéria-prima

bem como da substancia quimica de referéncia.



6.1.1.9.2 Doseamento de enalapril por Espectrometria de absorg¢ao no UV

Desenvolveu-se uma metodologia de doseamento de enalapril por
espectrometria de absor¢cdo no UV, em virtude de n&o terem sido encontradas

referéncias farmacopéicas segundo este método para doseamento do farmaco.

Determinou-se o espectro de absorgédo na regidao do UV entre 200 e 300 nm
de uma solugéo teste contendo 20ug/mL do farmaco em solugdo de acido cloridrico
0,1N, para determinar o comprimento de onda onde ocorre maior absorcdo. Foi
obtida a curva derivada de primeira ordem do espectro determinado para aumentar a

deteccao das menores caracteristicas. (EI Walily, 1995)

Utilizou-se um espectrofotbmetro SHIMADZU, modelo UV-1601PC; que

possui 0 recurso de apresentacdo da curva derivada de primeira ordem.

A partir dos resultados obtidos, validou-se o método de doseamento por
espectrometria a 202nm para o farmaco enalapril, utilizando um espectrofotdémetro
Perkin-Elmer modelo lambda 10 UV/VIS.

Foi preparada uma solugédo estoque a 1Tmg/mL do farmaco em solugéo de
acido cloridrico 0,1N,. Esta solugao foi diluida dez vezes de forma a obter solugao
com 100ug/mL, a partir da qual foram feitas diluicbes para a constru¢do de uma
curva de calibracdo de 2 a 36ug/mL. A absorbancia de cada ponto foi medida em

triplicata. A equacao da reta foi determinada a partir da média das trés leituras.

Esta curva de calibragcao feita com a substancia quimica de referéncia foi

usada para determinar o teor da matéria-prima.



As mesmas diluigdes foram empregadas para constru¢ao de uma curva de
calibracdo com a matéria prima em analise, e comparada com a curva de calibragao

da substancia quimica de referéncia.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacao. A partir
de uma solugdo estoque com 100ug/mL, foram feitas diluicdes em acido cloridrico
0,1N, a fim de atingir concentracéo final 12ug/mL. De uma solugédo 100ug/mL de
SQR foram tomadas aliquotas e adicionadas as diluigdes contendo 12ug/mL de
matéria-prima, a fim de obter concentragdes finais 16, 20 e 24ug/mL, dos quais 4, 8
e 12 ug/mL respectivamente sao equivalentes a SQR adicionada e 12ug/mL é

referente a matéria-prima em analise.

6.1.1.9.3 Doseamento de enalapril por Cromatografia Liquida de Alta

eficiéncia.

A metodologia oficial adotada pela Farmacopéia Americana para o
doseamento tanto do farmaco quanto de comprimidos de enalapril utiliza a CLAE
(USP, 2000).

Validou-se um método de doseamento para o farmaco utilizando sistema
CLAE SHIMADZU, constituido de bomba LC-10AD VP e detector UV-Vis SPD-10AV
VP, gerenciado pelo controlador SCL-10AVP, acoplado a um computador Mega
Corp, e operado pelo programa Class-VP. A fase estacionaria utilizada foi uma
coluna Lichrospher® RP-18 (5um) de 125 x 4mm. A fase movel utilizada foi
acetonitrila/agua (20:80) com pH ajustado pra 3,8 com acido acético, com fluxo

isocratico de 1mL/min. A detecgédo foi em UV a 215nm.



Construiu-se uma curva de calibragdo com a substancia quimica de
referéncia, dissolvendo inicialmente 1mg/mL do farmaco na fase mével. Diferentes
quantidades desta solugdo sao diluidas na fase movel, para preparar a curva
obtendo as concentragdes de 50 a 500ug/mL de enalapril. Esta curva de calibragéo
feita com a SQR foi utilizada para determinar o teor da matéria-prima. As mesmas
diluicdes foram empregadas para constru¢do de uma curva de calibragdo com a
matéria prima em analise. As curvas foram feitas em triplicata. A curva de calibragao

da matéria-prima foi sobreposta a curva do padréo.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperagdo. Foram
feitas solugdes estoque a 1mg/mL com a matéria-prima e com a SQR. Da solugéo
contendo a matéria-prima, foram feitas diluicbes na fase moével a fim de atingir
concentragéao final 50ug/mL. Da solugdo contendo SQR foram tomadas aliquotas e
adicionadas as diluicbes contendo 50ug/mL de matéria-prima, a fim de obter
concentragdes finais 100, 200 e 300 ug/mL de enalapril, dos quais 50, 150 e
250ug/mL respectivamente sédo equivalentes a SQR adicionada e 50ug/mL é

referente a matéria-prima em analise.

6.1.2 Manipulagao de capsulas de enalapril

Foram manipuladas 360 capsulas com 20mg de enalapril. O método de
encapsulacao utilizado foi o de preenchimento manual e nivelamento descrito nas
metodologias gerais no item 4.2. Os excipientes utilizados na manipulagdo das
capsulas de enalapril sdo os sugeridos por Ferreira 2001 como excipiente

alcalinizante, especifico para capsulas de enalapril, conforme tabela abaixo.

Tabela 17: Formulagao capsulas de enalapril



Substéancia Concentragao

Maleato de Enalapril 20mg

Bicarbonato de Sédio 10mg

Lauril sulfato de sédio 1,0%

Estearato de Magnésio | 1,0%
Aerosil 1,0%

Lactose gsp 200mg qasp 200mg

para 1 capsula

Todos os ensaios de controle de qualidade de capsulas de enalapril foram
realizados com este mesmo Iote de capsulas; exceto o teste de titulacédo
potenciométrica, pois sofreu interferéncia de um dos excipientes utilizados. Tornou-
se necessaria a realizacdo de tal experimento com um lote manipulado sem

bicarbonato de sddio visando possibilitar a validagcdo do método.

6.1.3 Controle de Qualidade das Capsulas manipuladas de enalapril

6.1.3.1 Variacao de peso e peso médio das capsulas de enalapril

A metodologia utilizada é a sugerida na Farmacopéia Brasileira, a qual esta
descrita no item 4.3.1 das metodologias gerais (FB, 1988).

6.1.3.2 Avaliacao da uniformidade de conteudo das capsulas de enalapril



A determinacdo da uniformidade de dose das capsulas de enalapril, realizou-
se conforme descrito nas metodologias gerais item 4.3.2, doseando-se o conteudo

de dez capsulas individualmente.

Nao foram encontradas metodologias farmacopéica para doseamento de
capsulas de enalapril. As metodologias utilizadas no doseamento da matéria-prima
foram adaptadas e validadas para a determinacdo do teor das capsulas, as quais
sdo: titulagdo potenciométrica, espectrometria de absor¢édo no UV e Cromatografia

Liquida de Alta eficiéncia.

6.1.3.2.1 Doseamento das capsulas de enalapril por titulagao

potenciométrica

A técnica descrita no item 6.1.1.9.1, que € sugerida para doseamento do

farmaco, foi adaptada e validada para o doseamento das capsulas manipuladas.

A farmacopéia brasileira recomenda no caso de titulagdo, utilizar titulante
mais diluido na determinacédo de uniformidade de conteudo (FB, 1996). A
metodologia adaptada e validada constitui-se na diluicdo do conteudo de uma
capsula (20mg) em 30mL de agua livre de dioxido de carbono. A titulacdo é feita

com hidroxido de sdédio 0,025N. Cada mL gasto equivale a 4,105mg de enalapril.

6.1.3.2.2. Doseamento das capsulas de enalapril por Espectrometria de

absorg¢ao no ultravioleta



Ndo foram encontrados métodos espectrofotoméricos de absor¢cdao no
ultravioleta para formulacbées de comprimidos ou capsulas contendo o farmaco

enalapril.

A metodologia desenvolvida e validada para o doseamento do farmaco foi

aplicada e validada para doseamento de capsulas de enalapril.

Foi feita uma curva de calibracdo com a matéria-prima, a partir de uma
solugédo estoque a 1Tmg/mL do farmaco em solugéo de acido cloridrico 0,1N. Esta
solugdo foi diluida dez vezes de forma a obter solu¢gdo com 100ug/mL, a partir da
qual foram feitas diluicbes para a construcdo de uma curva de calibracdo de 2 a
36ug/mL. A absorbancia de cada ponto foi medida em triplicata, e foram realizadas
trés curvas, em dias diferentes, sob as mesmas condicdes experimentais. A
equacao da reta foi determinada a partir da média das leituras determinadas nos trés

dias.

A metodologia utilizada para doseamento do farmaco foi adaptada e utilizada
para determinagdo do teor das capsulas. Assim, cada capsula de concentracdo
tedrica igual a 20mg foi diluida em 25mL de solugcao de HCL, obtendo-se entdo uma
solugao 800ug/mL. Desta solugdo a 800ug/mL toma-se 625ul e dilui-se para 5mL,
obtendo uma solugdo 100ug/mL Por conseguinte, toma-se 1mL desta solugcédo e
dilui-se para 5 mL, obtendo uma solugao de concentragao tedrica igual a 20ug/mL.
Estas diluigdes foram preparadas em trilplicata, e medidas as absorvancias a
202nm. Os resultados foram aplicados na equacao da reta encontrada na curva de
calibragao feita com a matéria-prima de origem, e calculado o teor do farmaco em

cada capsula.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacdo. Cada
capsula de 20mg foi diluida em 25mL de acido cloridrico 0,1N. Desta solugao,

tomou-se 3,125mL e diluiu-se para 25mL, obtendo assim uma solugdo com



concentragao tedrica 100ug/mL. A partir desta solugdo estoque foram feitas quatro
diluicdes a fim de obter 12 ug/mL tedricos de enalapril referente a matéria—prima
veiculada na capsula. A primeira foi diluida em acido cloridrico 0,1N. As demais
foram adicionadas aliquotas de uma solugdo 100ug/mL de SQR, a fim de obter
concentragdes finais 16, 20 e 24ug/mL, dos quais 4, 8 e 12ug/mL respectivamente
sdo equivalentes a SQR adicionada e 12ug/mL tedricos sao referentes a capsula
em analise. Determinou-se as absorbancias a 202nm destas solugdes, e utilizou-se

a equacao da reta para determinar as concentracées de SQR recuperadas.

6.1.3.2.3. Doseamento das capsulas de enalapril por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

A metodologia utilizada para doseamento do farmaco citada no item 6.1.1.9.3

foi adaptada e utilizada para determinacao do teor das capsulas.

Cada capsula de concentragéo tedrica igual a 20mg foi diluida em 100mL de
fase movel, obtendo uma solugdo com concentragao teorica igual a 200ug/mL. Estas
diluicdes foram injetadas no cromatografo sob as mesmas condi¢gdes experimentais

descritas no item 6.1.1.9.3. As analises foram feitas em ftrilplicata.

Os resultados foram aplicados na equagao da reta encontrada na curva de
calibragdo feita com a matéria-prima de origem, e calculado o teor do farmaco em

cada capsula.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacgao.
Dissolveu-se 1 capsula de 20mg para 25mL de fase modvel, obtendo assim uma

solugao de concentragdo tedrica igual a 800ug/mL. Da mesma forma, tomou-se



20mg de SQR, e diluiu-se para 20mL de fase moével, obtendo assim concentragéo

tedrica igual a 800ug/mL.

Da solugao contendo a capsula, foram feitas diluicbes na fase mével a fim de
atingir concentracao tedrica final igual a 48ug/mL. Da solucdo de SQR foram
tomadas aliquotas e adicionadas as diluicbes contendo 48ug/mL de capsula, a fim
de obter concentragdes finais 100, 200 e 300 pug/mL, dos quais 52, 152 e 252ug/mL
respectivamente sdo equivalentes a SQR adicionada e 48ug/mL é referente a
capsula em anadlise. As amostras foram injetadas no cromatégrafo sob as mesmas
condigdes descritas no item 6.1.1.9.3. As analises foram realizadas em triplicata e

determinado o percentual de recuperacgao.

6.1.3.3 Determinagao do tempo de dissolugao das capsulas de enalapril

N&o foi encontrada metodologia farmacopéica para a determinagao do tempo

de dissolugao de capsulas de enalapril.

O meio de dissolucdo utilizado é o especificado na Farmacopéia Americana

para comprimidos de enalapril, e constitui-se de agua, a 37°C,

Inicialmente, determinou-se o espectro de absor¢do no Ultravioleta entre 200
e 400nm, de uma solucao a 22ug/mL de enalapril diluido em agua a fim de identificar

o comprimento de onda onde ocorre a absor¢gao maxima.

Foi preparada uma curva de calibracdo a partir de uma solugdo com
400ug/mL de matéria-prima diluida em agua, com concentragdes variando de 10 a
30 pg/mL. A absorbéncia de cada ponto no comprimento de onda determinado foi

medida em triplicata.



O aparato utilizado é a cesta para agitacdo do meio de dissolugao, descrita na

Farmacopéia Brasileira (FB, 1988).

Foram feitas seis determinacdes, tomando-se aliquotas do conteudo da cuba
apos 30 minutos e diluidas a fim de se obter 22ug/mL tedricos no caso de diluigdo

total.

As amostras foram doseadas em espectrofotometro a 202nm e a curva de
calibragdo da matéria-prima diluida em agua foi utilizada para determinar o teor
encontrado na amostra. Foi determinada a porcentagem de dissolugéo

considerando-se 22 ug/mL como o valor de referéncia para 100% de dissolugéo.

6.1.3.4 Analise da interagao de enalapril com excipientes pela técnica de

Difragcao de raio-X

A metodologia utilizada esta descrita nas metodologias gerais no item 4.3.4.

6.2 Resultados e discussao para o enalapril

6.2.1 Controle de qualidade de enalapril matéria-prima e qualificacao de

padrao Secundario



As analises foram realizadas com a mesma matéria-prima usada para
manipulagédo das capsulas. Paralelamente, alguns dos ensaios foram realizados com
amostras de outro lote de enalapril, com o intuito de qualifica-lo como substancia
quimica de referéncia (SQR), e comparagdo de resultados. Os ensaios foram

caracteres organolépticos, solubilidade, pH, faixa de fusdo e doseamento.

6.2.1.1 Avaliacao dos caracteres organolépticos de enalapril

A matéria prima analisada apresenta-se como po6 branco, de acordo com as
referéncias farmacopéicas. (USP, 2000; BP 2000; EP 2001; O’Neil, 2001)

A SQR apresentou as mesmas caracteristicas.

6.2.1.2 Analise da solubilidade de enalapril

Tanto a matéria-prima utilizada na manipulagdo das capsulas quanto a SQR
apresentaram-se soluveis em agua, etanol 96, e em solugdo diluida de hidréxido de
sodio e muito soluvel em metanol. Apresentam conformidade com as referéncias
adotadas (Reynolds, 1996; USP, 2000; BP 2000; EP 2001; O’Neil, 2001).

6.2.1.3 Determinacgao de pH de enalapril



O pH medido em 3 determinagdes foi 2,6, tanto para o farmaco quanto para a
SQR, apresentando conformidade com o especificado na literatura, que € de 2,4 a
2,9 (EP, 2000).

6.2.1.4 Determinagao da faixa de fusao de enalapril

A faixa de fusdo encontrada tanto para a matéria prima quanto para a SQR
manteve-se entre 143 a 145°C, utilizando-se ambos os equipamentos mencionados
nas metodologias, estando conforme com as especificagdes da Farmacopéia
Européia (EP, 2001).

6.2.1.5 Analise da densidade de enalapril

A densidade aparente encontrada para a matéria-prima foi 0,46g/mL. Este &
um ensaio de carater informativo, relacionado ao lote especifico de cada matéria-
prima, que possibilita determinar a quantidade de excipiente que sera utilizada para
a manipulacdo das capsulas, uma vez determinada também a densidade do

excipiente.



6.2.1.6 Determinagao de umidade de enalapril

Houve uma perda de 0,5% do peso de amostras de 1g de enalapril em
secagem em estufa a 105°.C por 3 horas. O ensaio foi realizado em triplicata e as

amostras encontram-se dentro do limite de 1% especificado na literatura (EP, 2001).

6.2.1.7 Avaliagdo do Laudo de analise de enalapril fornecido pelo

fabricante

Das analises realizadas, as caracteristicas organolépticas, a solubilidade, o
ponto de fusdo, a perda por dessecacgao séo citadas no laudo do fornecedor e os
resultados sdo conformes tanto para a matéria prima quanto para a SQR. O teor
também esta em conformidade com o laudo, tanto da matéria-prima, quanto da

SQR, conforme sera visto nos resultados das analises de doseamento.

6.2.1.8 Identificagdo de enalapril por espectrometria no Infra-vermelho

Nao foi encontrado espectro IV na literatura para o enalapril, porém, o



espectro |V obtido para o enalapril demonstrou sobreposigao ao espectro obtido sob
as mesmas condicbes para a substancia quimica de referéncia adotada como

padrao, mostrando-se correspondente e atestando a identidade do farmaco.

Entre 1650 e 1750 cm™ observam-se trés bandas referentes aos grupamentos
amida, acido carboxilico e éster presentes na estrutura do farmaco.
Por volta de 3250 cm™ detecta-se o sinal atribuivel & amina da estrutura.

Pequenos estiramentos acima e abaixo de 3000 cm™ demonstram a presenca

de ligacao Carbono-Hidrogénio aromatico e alifatico (Silverstain, 2000).
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Figura 29: Espectro IV obtido para enalapril- SQR
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Figura 30: Espectro IV obtido para enalapril- matéria-prima

6.2.1.9 Doseamento de enalapril

6.2.1.9.1 Doseamento de enalapril por Titulagao Potenciométrica

A primeira etapa foi o doseamento do padrédo secundario, avaliando a

precisdo através do parametro da repetibilidade. O teor foi determinado em seis

amostras e os resultados podem ser visualizados na tabela abaixo.

Tabela 18: Determinacgao de teor de enalapril — SQR por titulagao

Amostra

Teor (%)

Média (%) + dp

Coeficiente

Variagao (%)

105,16

105,24 +

103,64

1,11

104,44

106,58

106,33

o O &~ W N =~

105,32

1,05




O método mostrou-se preciso, pois apresentou baixo coeficiente de variagao.
No entanto, o teor determinado encontra-se fora dos limites de 98,0 a 102,0 %
tolerados pela Farmacopéia Americana e dos especificados pela Farmacopéia
Britanica que sao de 98,5 a 101,5%.

O laudo do fabricante apresenta como teor do padrao 99,8 %. Assim, o
resultado encontrado apresenta percentual de concordancia de 105,45 %. Embora a
variagdo do percentual de concordancia seja proxima a 5 %, o método n&o foi
considerado exato, pois esta variagdo ndo se encontra dentro dos limites de teor

delineados nas farmacopéias para o farmaco.

O doseamento da matéria-prima foi realizado baseando-se em parametros
que validam o método utilizado. Primeiramente analisou-se a precisédo, através da
repetibilidade obtida no doseamento de seis amostras, conforme resultados

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 19: Determinacgao de teor de matéria-prima enalapril por titulagao

Amostra Teor (%) Média (%) + dp | Coeficiente
Variagao (%)
101,82 102,54 + 0,79 0,77%

102,50
101,73
103,83
103,03
102,32

o O & W N =~

O método mostrou-se preciso, pois apresentou baixo coeficiente de variagao
na determinacao de enalapril em amostras do farmaco analisadas no mesmo dia e

sob as mesmas condicbes experimentais. Porém, da mesma forma que os



resultados obtidos para a SQR, o teor determinado encontra-se fora dos limites de
teor tolerados pelas farmacopéias. O método também n&o foi considerado exato no
doseamento da matéria-prima, pois o percentual de concordancia em relagao ao teor
declarado pelo fabricante foi de 102,95 %, excedendo os limites de teor delineados

nas farmacopéias para o farmaco.

Observa-se que tanto os teores obtidos para a SQR quanto para a matéria-
prima apresentaram percentuais de concordancia superiores a 100 %. Assim,
sugere-se a existéncia de uma interferéncia positiva nos teores de enalapril
determinados por titulacdo potenciométrica. Outra hipotese seria a ocorréncia de um
erro sistematico nas determinagdes de enalapril, proveniente de erro no preparo da

solucao titulante ou alguma outra interferéncia ndo detectada.

Em virtude de os demais testes realizados tanto com a SQR quanto com a
matéria-prima, terem apresentado resultados conformes, sugere-se que o problema
ocorrido tenha sido na reproducdo do método de titulacdo potenciométrica com a
exatiddo requerida, ndo significando necessariamente, inconformidade das
substancias analisadas. Assim, justifica-se o uso da SQR e da matéria-prima, desde
que sao adotados como referéncia os teores declarados pelo fabricante de 99,8 e
99,6%, respectivamente, e validados seus usos pela comparagao com os resultados

obtidos pelas metodologias de espectrometria de absorgéao no ultravioleta e CLAE.

Os percentuais de concordancia obtidos para o doseamento do farmaco por
espectrometria de absorcdo no ultravioleta e CLAE sdo 103,60 e 99,83%,

respectivamente.

6.2.1.9.2 Doseamento de enalapril por Espectrometria de absorgao no UV



O espectro de absorcao entre 200 e 300 nm na regido do UV de uma solugao
teste contendo 20 pug/mL de enalapril diluido em acido cloridrico 0,1 N, apresentou
um espectro de absorcdo no qual néo foi possivel detectar o maximo de absorgao.
No entanto, tragando-se a curva derivada de primeira ordem deste espectro, pode-
se detectar a presenca de um pico de absorcdo maxima a 202 nm, conforme

apresentado na figura abaixo.
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Figura 31: Espectro de absor¢ao (200 — 300 nm) na regiao do UV de uma
solugao teste (em preto) com a respectiva curva derivada de primeira ordem

(em vermelho)

A principio, a diferenciacdo ndo aumenta o conteudo da informagéo do
espectro direto (ndo diferenciado), mas geralmente proporciona perfil caracteristico,
onde mudangas sutis de inclinagdo e curvatura se tornam mais evidentes, facilitando
assim a caracterizacdo de um composto. Além disso, a diferenciacao afina as
bandas de absorcdo e permite isolar aquelas que estdo parcialmente encobertas
(Hackmann, 1991).



Assim, a utilizacdo da curva derivada de primeira ordem fornecida pelo
espectrofotdbmetro equipado com dispositivo que traga automaticamente a derivada a
partir do espectro de absor¢ao obtido auxiliou na deteccdo do comprimento de onda

de maior absorcéo.

Construiu-se entdo a curva de calibragdo a 202nm. A curva com a respectiva
regressao linear é apresentada abaixo. O coeficiente de correlagcéo igual a 0,99783
demonstra a linearidade do método. A equacgédo da reta de regressdo linear
construida com a SQR sera utilizada para determinar o teor da matéria-prima. A
faixa determinada foi 2 a 36ug/mL. No entanto, pode-se verificar que com o aumento

da concentragao, ha o aumento da linearidade.
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Figura 32: Curva de Calibragao de enalapril SQR por espectrometria -UV

O teor determinado de matéria-prima foi calculado a partir da equacao da reta

obtida com o padrdo, considerando-se que a substancia quimica de referéncia



possui 99,8 % de teor. Fez-se seis diluigdes da matéria-prima com concentragédo
tedrica 20 ug/mL. A média dos teores determinados foi 98,98 % de matéria — prima
calculado a partir da curva de calibracdo feita com a substancia quimica de
referéncia. O teor determinado encontra-se dentro dos limites de 98 a 102 %
tolerados pela Farmacopéia Americana, e de 98,5 a 101,5 % pela Farmacopéia
Britanica (EP, 1997; USP, 2000). Além disso, o percentual de concordancia com o
teor especificado pelo laudo do fabricante também encontra-se dentro desta faixa de
tolerancia, calculado em 99,37 %. A precisao foi demonstrada pelo baixo coeficiente

de variagdo conforme observado na tabela seguinte.

Tabela 20: Determinagao de teor de matéria-prima enalapril por Espectrometria

de absorcao no ultravioleta

Amostra Teor (%) Média (%) + dp | Coeficiente
Variagao (%)

1 99,62 98,98 +0,79 0,79

2 99,62

3 97,99

4 99,08

5 99,62

6 97,99

As mesmas diluigbes empregadas na constru¢ao da curva de calibragao feita
com a SQR foram feitas para a matéria prima em analise. As curvas foram feitas em
triplicata. A curva de calibracdo da matéria-prima foi sobreposta a curva do padrao.
O coeficiente de correlagdo encontrado foi 0,99648, mostrando a correspondéncia

entre matéria-prima e SQR bem como a exatiddo do método.
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Figura 33: Comparagao das curvas de calibragao de enalapril SQR e matéria-

prima por espectrometria de absorgao no ultravioleta

A exatiddo do método foi verificada através do percentual médio de

recuperagao obtido igual a 100,29% e coeficiente de variacéo igual a 4,64%. Os

resultados obtidos para o teste de recuperagcdo podem ser verificados na tabela

abaixo.
Tabela 21: Teste de recuperagao para enalapril por espectrometria de
absorgao no UV
Concentragdao | Quantidade | Quantidade % de % médio |C.V. %
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
12 3,72 3,93 105,66 100,29 + | 4,64%
12 7,44 7,25 97,45 4,65
12 11,16 10,91 97,76

*Cada valor é média de trés determinacgdes.



6.2.1.9.3 Doseamento de enalapril por Cromatografia Liquida de Alta

eficiéncia

Amostras na faixa de 50 a 500ug/mL foram diluidas na fase mével e injetadas

no cromatografo sob as condi¢des descritas em 6.1.1.9.3.

A injegdo de uma solugdo contendo 200ug/mL de enalapril substancia

quimica de referéncia resultou no cromatograma abaixo.
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Figura 34: Cromatograma obtido para diluigdo de enalapril SQR a 200 png/mL

A curva de calibragdo para a faixa determinada de 50 a 500 pug/mL com a
respectiva regressao linear obtida para a SQR é apresentada abaixo. O coeficiente
de correlagao igual a 0,99675 demonstra a linearidade do método. A equacgao da
reta de regresséao linear construida com a SQR sera utilizada para determinar o teor

da matéria-prima.
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Figura 35: Curva de Calibracao de enalapril SQR por CLAE

Esta curva de calibracao foi usada para calcular o teor da matéria—prima. Fez-se
seis diluigdes da mesma com 200 ug/mL de concentracdo tedrica. A média dos
valores encontrados foi 102,71% de matéria—prima calculado a partir da curva de
calibragdo feita com a substancia quimica de referéncia. O método mostrou-se
preciso, pois apresentou baixo coeficiente de variagdo. No entanto, o teor
determinado encontra-se fora dos limites de 98,0 a 102,0 % tolerados pela
Farmacopéia Americana, e pela Farmacopéia Britanica que € de 98,5 a 101,5%
(USP, 2000; BP, 2000).

Tabela 22: Determinagao de teor de matéria-prima enalapril por CLAE
Amostra Teor (%) Média (%) + C.V. (%)
dp




99,76 102,71 + 1,77 1,72
104,17
104,22
101,39
103,13
103,57
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A injecdo de uma solugdo contendo 200 ug/mL de enalapril matéria-prima

resultou no cromatograma abaixo.
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Figura 36: Cromatograma obtido para diluicao de enalapril matéria-prima a
200 ng/mL

As mesmas diluigbes empregadas na construgdo desta curva de calibragéo
foram feitas para a matéria prima em analise. As curvas foram feitas em triplicata. A
curva de calibracdo da matéria-prima foi sobreposta a curva do padrdo. O
coeficiente de correlagdo encontrado foi 0,99675, mostrando a correspondéncia
entre matéria-prima e SQR bem como a exatiddo do método. A curva de calibragéo

da matéria-prima sera usada para doseamento das capsulas manipuladas.
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Figura 37: Comparacgao das curvas de calibracao de enalapril SQR e matéria-

prima por CLAE

A exatiddo do método nado pode ser verificada pelo percentual médio de

recuperacao obtido igual a 96,26%, em virtude do elevado coeficiente de variagcao.

Os resultados obtidos para o teste de recuperagao podem ser verificados na
tabela seguinte. Observando-se a tabela, pode-se notar que o percentual de
recuperacao obtido na adicdo de 50 pg/mL de SQR, foi baixo, refletindo no
coeficiente de variagcdo elevado. No entanto, para as demais concentracbes
adicionadas, o percentual de recuperacao foi 6timo, mantendo-se préximo a 100 %,
dentro de uma faixa de variagdo de + 5%. Assim, o método se mostrou exato

apenas na faixa de 200 a 300 pg/mL.

Tabela 23: Teste de recuperacgao para enalapril por CLAE

Concentracao | Quantidade | Quantidade % de % médio | C.V.
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagdo |recuperado| %
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
50 50 41,06 82,12 96,26% + | 12,74
50 150 155,84 103,89 12,26
50 250 256,96 102,78

*Cada valor é média de trés determinagdes.



6.2.2 Controle de Qualidade das Capsulas de enalapril manipuladas

6.2.2.1 Variagao de peso e peso médio das capsulas de enalapril

O peso médio determinado em 20 unidades foi igual a 0,156. Das vinte
unidades analisadas, nenhuma excedeu a variagdo de 5% deste valor. As capsulas
encontram-se conformes no requisito uniformidade de peso, cujos limites
especificados na FB IV para capsulas de até 80 mg é igual a 10% de variagéo. Os

pesos individuais das capsulas podem ser vistos na tabela abaixo.

Tabela 24: Variagao de peso e peso médio em gramas das capsulas de

enalapril
0,156 0,153 0,153 0,156
0,157 0,159 0,155 0,157
0,152 0,158 0,157 0,157
0,155 0,162 0,159 0,154
0,158 0,148 0,158 0,158
Média: 0,1561g Desvio padrdo: 0,002982
Limites de variagao +10% = 0,172
- 10%= 0,141

6.2.2.2 Avaliagao da uniformidade de conteudo das capsulas de enalapril

6.2.2.2.1 Doseamento de capsulas de enalapril por Titulagao Potenciométrica



As capsulas manipuladas foram analisadas individualmente por titulagdo
potenciométrica, conforme descrito em 6.1.3.2.1. No entanto, os valores dos
potenciais obtidos, extrapolaram os valores esperados, indicando interferéncia dos

excipientes na determinagao do farmaco.

O principal interferente é o bicarbonato de sddio, pois altera o pH da solugao
formada com a diluicdo do conteudo das capsulas, alterando assim, também a

determinagao potenciométrica.

Para testar se o unico interferente no método é o bicarbonato de sdédio,
testou-se a especificidade do método na presenca de excipientes. Para tal, pesou-se
exatamente cerca de 20mg de enalapril e demais excipientes exceto bicarbonato de
sddio, na mesma quantidade presente nas capsulas, para simular o conteudo de
uma capsula, procedendo a titulagcdo conforme descrito no item 6.1.3.2.1. Os

resultados podem ser observados na tabela abaixo.

Tabela 25: Determinagao de teor de enalapril na presenga dos excipientes da

capsulas exceto bicarbonato de sédio por titulagao

Amostra Teor (%) Média (%) + dp C.V. (%)
1 112,02 109,27 +4,28 |3,92%
107,42
105,45
104,29
110,96
115,48
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A titulagcdo de amostras contendo o farmaco e os demais excipientes na
auséncia do bicarbonato de sdédio foi 109,27%. Os resultados apresentaram

coeficiente de variagédo igual a 3,92%, mostrando que o método é relativamente



preciso. No entanto a determinagao de teor obteve resultados acima dos esperados,

mostrando que os excipientes interferem na especificidade e exatiddo do método.

A determinagdo da especificidade € extremamente importante durante a
validacdo de um método ndo cromatografico, porque este ndo contém uma fase de

separagao que garanta a nao interferéncia dos excipientes.

A especificidade de um procedimento analitico é determinada através da
analise de uma amostra ou amostras, contendo espécies interferentes em potencial,
no caso o0s excipientes, demonstrando a capacidade do método em gerar

informacgdes confiaveis mesmo na interferéncia dessas espécies (Brittain, 1998).

O percentual de concordancia obtido para a determinacdo da matéria-prima
na presenga de excipientes em relagdo ao obtido com a matéria-prima na auséncia
destes, determinada no item 6.1.1.9.1, foi 106,56%. O valor acima de 100% indica a

existéncia de uma interferéncia positiva no doseamento.

Ainda assim, foi manipulado um lote especial sem bicarbonato de sddio,
porem com todos os demais excipientes, apenas para testar o método para

capsulas.

Tabela 26: Doseamento individual de capsulas de enalapril (lote sem
bicarbonato) por titulacao potenciométrica.
Amostra Teor (%) Média (%) + dp C.V. (%)
1 115,95 111,44 + 3,59 3,22
111,85
111,85
109,8
107,75
107,75
118
109,8
107,75
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Conforme esperado, os resultados obtidos encontram-se acima dos limites
especificados pela farmacopéia americana para comprimidos de enalapril o qual é
de 90 a 110% do teor declarado. Embora tenha demonstrado relativa preciséo pelo
coeficiente de variagdo de 3,22%, o método ndo se mostrou apropriado para o
doseamento das capsulas (USP, 2000).

Porém os resultados aqui obtidos ndo podem ser comparados com os
doseamentos das capsulas testadas por espectrometria de absorg¢do no UV e CLAE
para capsulas, pois ndo se referem ao mesmo lote de capsulas, embora contenham

a mesma matéria-prima.

6.2.2.2.2 Doseamento de capsulas de enalapril por Espectrometria de absorg¢ao
no UV

A equacéao da reta obtida na curva de calibragdo construida para a matéria-
prima foi utilizada para o doseamento de dez capsulas individualmente, para teste

da uniformidade de conteudo.

A curva de calibragdo determinada na faixa de 2 a 36ug/mL com a respectiva
regressao linear é apresentada abaixo. O coeficiente de correlagéo igual a 0,99711
demonstra a linearidade do método. A equacédo da reta de regressao linear
construida com a prépria matéria-prima utilizada na manipulagado das capsulas sera
usada para o doseamento das capsulas, aumentando a autenticidade dos

resultados.
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Figura 38: Curva de Calibracao de enalapril - matéria-prima por espectrometria

de absorcao no ultravioleta

A precisao do método através do parametro repetibilidade, bem como a
uniformidade de conteudo foram demonstradas pelo coeficiente de variacéo
percentual encontrado no doseamento de 10 capsulas, individualmente. Os
resultados do doseamento de cada capsula sdo apresentados na tabela abaixo,
considerando 100% de teor a concentragéo igual a 20ug/mL que corresponde a

concentracao teorica da solucao diluida.

Tabela 27: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de

enalapril por espectrometria-Uv

Amostra Teor (%) Média (%) + dp | Coeficiente
de Variagao
(%)
1 105,9 97,58% + 3,99 4,09
2 99,7
3 99,5
4 93,4




98,05
95,85
99,05
97,2
91,2
95,95
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Os resultados da determinagcdo dos teores individuais de cada capsula
mantiveram-se dentro dos limites especificados pela Farmacopéia Americana para

comprimidos de enalapril o qual € de 90 a 110% do teor declarado (USP, 2000).

A exatidao e a especificidade podem ser demonstradas pela concordancia
dos resultados com os apresentados pelas outras metodologias. O percentual de
concordancia em relagao aos resultados obtidos para o doseamento das capsulas
por CLAE ¢ 98,87%.

A exatidao foi avaliada através do percentual de recuperagao encontrado
igual a 96,95, e um baixo coeficiente de variacdo. Os resultados do teste de

recuperacao podem ser vistos na tabela abaixo.

Tabela 28: Teste de recuperagao para capsulas de enalapril por

espectrometria-UV

Concentracao | Quantidade | Quantidade % de % médio | C.V.
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagdo |recuperado| %
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
12 4,076 3,72 91,26 96,95 + 5,07
12 8,152 8,13 99,73 4,92
12 12,228 12,21 99,85

*Cada valor € média de trés determinagdes.



6.2.2.2.3 Doseamento de capsulas de enalapril por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia

A equacéao da reta obtida na curva de calibragdo construida para a matéria-
prima foi utilizada para o doseamento de dez capsulas individualmente, para teste

da uniformidade de conteudo.

A curva de calibragdo com a respectiva regresséo linear determinada na faixa
de 50 a 500 ug/mL é apresentada abaixo. O coeficiente de correlagdo igual a
0,99795 demonstra a linearidade do método. A equacéao da reta de regressao linear
construida com a prépria matéria-prima utilizada na manipulagado das capsulas sera
usada para o doseamento das capsulas, aumentando a fidedignidade dos

resultados.
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Figura 39: Curva de Calibracao de enalapril - matéria-prima por CLAE



A precisdo do método foi avaliada através do parametro repetibilidade. A
uniformidade de conteudo foi demonstrada pelo coeficiente de variagao percentual

encontrado no doseamento de 10 capsulas, individualmente.

O cromatograma obtido pela analise de uma solugdo contendo 200ug/mL
tedricos de enalapril provenientes da diluicdo de uma das capsulas analisadas é

mostrado abaixo.
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Figura 40: Cromatograma obtido para diluicao de capsula de enalapril

analisada

Os resultados do doseamento de cada capsula sdo apresentados na tabela
abaixo, considerando 100% de teor a concentracdo igual a 200ug/mL que

corresponde a concentracio tedrica da solugao diluida.

Tabela 29: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de
enalapril por CLAE
Capsula| Teor (%) Média (%) + dp C.V.%
1 100,116 98,70 + 1,98 2,01




96,36234
96,45103
98,93081
98,66725
100,2615
97,74594
98,44147
97,1921

102,8152
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Os resultados mantiveram-se dentro das especificagdes delineadas na
Farmacopéia Americana para comprimidos de enalapril, que € de 90 a 110% do teor
declarado (USP, 2000). A precisao e a homogeneidade de dose foram mostradas

pelo baixo coeficiente de variagao percentual obtido.

A exatiddo do método foi testada através do teste de recuperacdo, cujos
resultados sdo mostrados abaixo. Embora o percentual de recuperagdo médio
encontrado seja proximo a 100%, o coeficiente de variagdo entre os resultados
encontrados foi elevado. Logo, o percentual de recuperagcédo de 103,11% nao pode
ser usado para atestar a exatiddo do método, pois o percentual de recuperagdo em

cada faixa de concentragao determinada variou significativamente.

Tabela 30: Teste de recuperacao para capsulas de enalapril por CLAE

Concentragao | Quantidade | Quantidade % de %médio | C.V.%
tedrica inicial SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(Capsulas) adicionada + dp
(ng/mL) (ng/mL)
48 52 46,97 90,33 103,11+ |10,76%

48 152 167,81 110,40 11,10




48

252 273,69

108,61

* Cada valor é média de trés determinacgdes

6.2.2.3 Determinagao do tempo de dissolugao de capsulas de enalapril

A curva derivada de primeira ordem do espectro obtido a partir de uma
solugéo a 22ug/mL em agua, o meio de dissolugao especificado, mostrou um pico de

absorcao em 207,8 nm, conforme pode-se observar na figura 41 e tabela 30.
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Figura 41: Espectro de absorc¢ao (200-400nm) da solugao teste de enalapril (em

preto) com a respectiva curva derivada de 1° ordem (em vermelho)

Tabela 31: Absorbancias medidas em uma solucao teste de enalapril
Comprimento de Onda (nm)

375
207,8

Absorvancia
0,0361
1,4984




Foi escolhido o comprimento de onda igual a 202nm, visto ser este o

comprimento de onda para o método de doseamento ultravioleta validado.

A curva de calibracdo feita com enalapril, do mesmo lote de matéria-prima
com que foram manipuladas as capsulas, em agua pode ser observada abaixo, com

a respectiva equagao da reta e coeficiente de correlagao.
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Figura 42: Curva de calibragao por espectrometria —UV de enalapril no meio de

dissolugao



As porcentagens de dissolugao obtidas apds 30 minutos sao apresentadas na
tabela abaixo. Os teores foram calculados considerando-se 100% de dissolugao a

concentragao teorica igual a 22ug/mL. O minimo de dissolugao especificado € 80%.

Tabela 32: Porcentagem de dissolugao de capsulas de enalapril
Teor (%) Média

83,81 93,79% + 6,35
101,64
90,81
89,55
100,77
96,14

6.2.2.4 Anadlise da interacao de enalapril com excipientes pela técnica de

Difragao de raio-X

O difratograma obtido para o farmaco enalapril € apresentado na fig 43.

A partir da figura 43, obteu-se a figura 44, a qual corresponde a ampliagao da

regido correspondente a faixa de 20 a 25 de 260.
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Figura 43 - Difratograma obtido para o farmaco enalapril
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Figura 44- Faixa de 20 a 25 de 20 do difratograma obtido para o farmaco

enalapril

Assim, nas figuras 43 e 44 observa-se que os picos de maior intensidade
obtidos para o farmaco enalapril correspondem a 26= 5,13; 20,47 e 24,87, conforme

indicado nas respectivas figuras.

O difratograma obtido para as capsulas manipuladas € apresentado na figura

45. A partir da figura 45 obtém-se a figura 46 a qual corresponde a ampliagdo da



regido correspondente a 15 a 30 de 260. Nesta figura pode-se observar que os picos

de maior intensidade correspondem a 26=19,08; 19,5 e 19,9.
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Figura 45- Difratograma obtido para o conteudo das capsulas de enalapril
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Figura 46- Faixa de 15 a 30 de 20 do difratograma obtido para o conteudo das

capsulas de enalapril

A figura 47 apresenta os difratogramas da capsula e do farmaco. Observa-se

nesta figura que os mesmos nao sdo sobreponiveis.
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Figura 47: Comparacgao entre difratogramas obtidos para o conteudo das

capsulas de enalapril e farmaco

Foram obtidos os difratogramas para cada um dos excipientes utilizados na
formulagdo: bicarbonato de sddio, aerosil, lauril sulfato de sédio, estearato de

magnésio e lactose.

A fim de investigar alteragbes na estrutura cristalina do farmaco, determinou-
se os picos significativos e verificou-se se 0s mesmos mantiveram-se nas mesmas
posicoes nos difratogramas obtidos para a substancia isolada e capsula (mistura
total).

Na figura 48 observa-se que os picos de maior intensidade obtidos para o
bicarbonato de sodio correspondem a 20=25,5; 30,16; 34,40 e 40,59.
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Figura 48: Difratograma obtido para o Bicarbonato de Sédio

Na figura 49 observa-se que os picos de maior intensidade obtido para o
Lauril Sulfato de sddio correspondem a 26=4,44; 6,69; 20,59 e 21,86.
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Figura 49: Difratograma obtido para o Lauril Sulfato de Sédio

Na figura 50 observa-se que o pico de maior intensidade obtido para o

estearato de Magnésio corresponde a 26=21,75.
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Figura 50: Difratograma obtido para o Estearato de Magnésio

O aerosil ndo apresenta estrutura cristalina, conforme discutido anteriormente
no item 5.2.2.4.

A figura 51 apresenta o difratograma obtido para a lactose
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Figura 51: Difratograma obtido para a lactose

A partir da figura 51 obtém-se a figura 52, a qual corresponde a ampliagao da
regido correspondente a faixa de 15 a 30 de 20. Nesta figura pode-se observar que

os picos de maior intensidade correspondem a 20=19,08; 19,5 e 19,9.
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Figura 52- Faixa de 15 a 30 de 20 do difratograma obtido para a lactose



Observa-se que os picos mais significativos no difratograma obtido para a
lactose, correspondem aos mesmos picos significativos obtidos para as capsulas,

conforme apresentado nas figuras 45 e 46.

Nas figuras 45 e 46, correspondentes a capsula nédo detecta-se a presenga

dos picos dos demais componentes da formulagao.

Os difratogramas obtidos para a capsula e para a lactose estao sobreponiveis
na figura 53, o que sugere que o difratograma da capsula detectou apenas o

excipiente lactose.
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Figura 53: Comparacgao entre difratogramas obtidos para o conteudo das

capsulas de enalapril e lactose

A baixa detecgao dos demais componentes ocorre devido a encontrarem-se
em menor concentracdo na formulagdo. O farmaco enalapril corresponde a 10% em
peso da formulagdo. As demais substancias correspondem a concentragdes iguais

ou menores do que 5% da formulagao.



As intensidades maximas do farmaco enalapril encontram-se proximas a
proximos a 20= 20. Estes picos podem estar encobertos pelos picos da lactose que

se encontram na mesma regiao, ou ainda n&o terem sido detectados.

N&o se pode afirmar a ocorréncia de alteracdo da estrutura cristalina do
farmaco. Sugere-se, porém que ndo ocorre a mudanga da estrutura visto que néo
evidencia-se a formacao de novos compostos e portanto, pela auséncia de

deslocamento dos picos nos difratogramas apresentados

Os picos da lactose se encontram nas mesmas posi¢des, provavelmente

sobrepondo os picos do enalapril.



7. Parte experimental especifica propranolol: Metodologias especificas,

Resultados e discussao

7.1 Metodologias para o propranolol

7.1.1 Metodologias de controle de qualidade de propranolol matéria-prima e

qualificagado de padrao Secundario

A substancia quimica de referéncia utilizada no presente trabalho foi adquirida
do fornecedor All Chemistry®, pertencente ao lote 20000401 e teor declarado igual a
99,9%. Esta substancia foi submetida aos testes de qualificacdo, conforme descrito

no item 4.1.

A matéria prima utilizada para a manipulagdo das capsulas foi adquirida do
fornecedor Galena®, pertencente ao lote 1CSS007 e teor declarado igual a 99,6%.

A matéria prima foi previamente analisada conforme descrito no item 4.1

7.1.1.1 Avaliagao dos caracteres organolépticos de propranolol



As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.1.

7.1.1.2 Analise da solubilidade de propranolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.2.

7.1.1.3 Determinagao de pH de propranolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.3.

7.1.1.4 Determinagao da faixa de fusao de propranolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.4.

7.1.1.5 Analise da densidade de propranolol



As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.5

7.1.1.6 Determinagao de umidade de propranolol

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.6

7.1.1.7 Avaliagao do Laudo de analise de propranolol fornecido pelo fabricante

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.7.

7.1.1.8 Identificagado de propranolol por espectrometria no Infra-vermelho

As analises foram feitas segundo descrito nas metodologias gerais 4.1.8.



7.1.1.9 Doseamento de propranolol matéria-prima e substancia quimica de

referéncia.

A determinacdo do teor da matéria-prima e da substdncia quimica de
referéncia foi feita utilizando parametros que validam os métodos de analise

empregados.

As metodologias utilizadas foram titulagdo potenciométrica, espectrometria de

absor¢ao no UV e Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia.

7.1.1.9.1 Doseamento de propranolol por Titulagao Potenciométrica

A Farmacopéia Européia e a Britanica preconizam a titulacdo potenciométrica
em etanol com hidroxido de sédio 0,1M (EP, 1997 ; BP, 2000).

A titulagdo potenciométrica em meio ndo aquoso com acido perclérico 0,1N
em solugdo acética é a técnica preconizada pela 3% edicdo da Farmacopéia
Brasileira para o farmaco propranolol. A mesma técnica € descrita por Korolkovas.
(FB, 1977, Korolkovas 1988).

Dissolvem-se 500mg de propranolol em 50 mL de acido acético anidro R.
Adiciona-se 10mL de acetato de mercurio acético. Titula-se com acido perclorico
0,1N. Adiciona-se 10mL de acetato de mercurio acético para impedir a interferéncia
do halogénio (CI"), presente no sal. O ponto de equivaléncia é determinado por
potenciometria. Cada mL de acido perclérico utilizado corresponde a 29,58 mg de

propranolol.



Esta técnica foi reproduzida e validada para o doseamento da matéria-prima

bem como da substancia quimica de referéncia.

7.1.1.9.2 Doseamento de propranolol por Espectrometria de absorg¢ao no UV

A espectrometria de absor¢cdao no UV a 290nm € a técnica preconizada na

Farmacopéia Britanica para doseamento de comprimidos de propranolol (BP, 2000).

Validou-se um método de doseamento por espectrometria a 290nm para o
farmaco propranolol, utilizando um espectrofotdbmetro Perkin-Elmer modelo lambda
10 UV/VIS.

A partir de uma solugao estoque a 1mg/mL do farmaco em agua foram feitas
diluicbes em metanol para a constru¢cao de uma curva de calibracdo, com 13 pontos
variando a concentragdo de 12 a 90ug/mL. Em virtude da hidrossolubilidade do
farmaco e da solugcdo de partida ser aquosa, foram adicionadas quantidades
especificas de agua para que cada diluicado contenha a mesma proporc¢ao de agua e
metanol (450uL de agua e 4550uL de metanol). A absorbancia de cada ponto foi
medida em ftriplicata. A equacao da reta foi determinada a partir da média das trés

leituras.

Esta curva de calibracdo feita com a substancia quimica de referéncia foi

usada para determinar o teor da matéria-prima.

As mesmas diluigdes foram empregadas para constru¢ao de uma curva de
calibracdo com a matéria prima em analise, e comparada com a curva de calibragao

da substancia quimica de referéncia.



A exatidao do método foi verificada através do teste de recuperacao. A partir
de uma solugéo estoque com 1mg/mL, foram feitas diluigdes em metanol e agua a
fim de atingir concentracao final 20ug/mL. De uma solugao 1mg/mL de SQR foram
tomadas aliquotas e adicionadas as diluigcbes contendo 20ug/mL de matéria-prima, a
fim de obter concentragdes finais 30, 40 e 50ug/mL, dos quais 10, 20 e 30ug/mL
respectivamente sdo equivalentes a SQR adicionada e 20ug/mL é referente a
mateéria-prima em analise. As mesmas propor¢gdes de agua-metanol adotados na

construgéo da curva de calibragdo foram mantidas no ensaio de recuperacéo.

7.1.1.9.3 Doseamento de propranolol por Cromatografia Liquida de Alta

eficiéncia.

A Farmacopéia Americana adota para o doseamento tanto do farmaco quanto

de comprimidos de propranolol, uma metodologia por CLAE (USP, 2000).

Validou-se um método de doseamento para o farmaco utilizando sistema
CLAE SHIMADZU, constituido de bomba LC-10AD VP e detector UV-Vis SPD-10AV
VP, gerenciado pelo controlador SCL-10AVP, acoplado a um computador Mega
Corp, e operado pelo programa Class-VP. A fase estacionaria utilizada foi uma
coluna Lichrospher® RP-18 (5um) de 125 x 4mm. A fase movel utilizada foi
acetonitrila/tampao fosfato (30:70) com pH 3, fluxo isocratico de 2mL/min. A

deteccao foi em UV a 294nm.

Construiu-se uma curva de calibragdo com a substancia quimica de
referéncia, diluindo inicialmente 1mg/mL do farmaco na fase movel. Esta solucao foi
diluida em uma para dez partes, a fim de obter 100ug/mL na fase movel. Para

preparar a curva, diferentes quantidades desta solugdo sao diluidas na fase movel,



para obter as concentragbes de 2,5 a 25ug/mL de propranolol. Esta curva de

calibragao feita com a SQR foi utilizada para determinar o teor da matéria-prima.

As mesmas diluigdes foram empregadas para constru¢ao de uma curva de
calibracdo com a matéria prima em analise. As curvas foram feitas em ftriplicata. A

curva de calibragao da matéria-prima foi sobreposta a curva do padrao.

A exatidao do método foi verificada através do teste de recuperagao. Foram
feitas solugdes estoque a 100ug/mL com a matéria-prima e com a SQR. Da solugéo
contendo a matéria-prima, foram feitas diluicdbes em metanol a fim de atingir
concentracgao final 5ug/mL. Da solugdo contendo SQR foram tomadas aliquotas e
adicionadas as diluicbes contendo 5ug/mL de matéria-prima, a fim de obter
concentragbes finais 7,5, 10 e 12,5 pg/mL, dos quais 2,5, 5 e 7,5ug/mL
respectivamente s&do equivalentes a SQR adicionada e 5ug/mL é referente a

matéria-prima em analise.

7.1.2 Manipulacao de capsulas de propranolol

Foram manipuladas 360 capsulas com 80mg de propranolol. O método de
encapsulacao utilizado foi o de preenchimento manual e nivelamento descrito nas

metodologias gerais no item 4.2.

Os excipientes utilizados na manipulacdo das capsulas de propranolol sdo os
sugeridos na literatura como excipiente padrdo para capsulas, conforme tabela
abaixo (Ferreira, 2000).



Tabela 33: Formulagao de capsulas de propranolol

Substancia Concentragao
Propranolol 80mg
Estearato de Magnésio 0,5%
Aerosil 1,0%
Lauril Sulfato de Sddio 1,0%
Talco Farmacéutico 30%
Amido de milho gsp 1 capsula

Todos os ensaios de controle de qualidade de capsulas de propranolol foram

realizados com este mesmo lote de capsulas.

7.1.3 Controle de Qualidade das Capsulas manipuladas de propranolol

7.1.3.1 Variacao de peso e peso médio das capsulas de propranolol

A metodologia utilizada € a sugerida na Farmacopéia Brasileira, a qual esta

descrita no item 4.3.1 das metodologias gerais (FB, 1988).

7.1.3.2 Avaliacao da uniformidade de conteudo das capsulas de propranolol



A determinacdo da uniformidade de dose das capsulas de propranolol
realizou-se conforme descrito nas metodologias gerais item 4.3.2, doseando-se o

conteudo de dez capsulas individualmente.

Nao existe metodologia farmacopéica para doseamento de capsulas de
propranolol. As metodologias utilizadas no doseamento da matéria-prima foram
adaptadas e validadas para o a determinacao do teor das capsulas, as quais sao:
titulagdo potenciométrica, espectrometria de absorcdo no ultravioleta e

Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia.

7.1.3.21 Doseamento das capsulas de propranolol por titulagao

potenciométrica

A técnica descrita no item 7.1.1.9.1, que é sugerida para doseamento do

farmaco, foi adaptada e validada para o doseamento das capsulas manipuladas.

A farmacopéia brasileira recomenda no caso de titulagdo, utilizar titulante

mais diluido na determinagéo de uniformidade de conteudo (FB, 1996).

A metodologia adaptada e validada constitui-se na diluigdo do conteudo de
uma capsula, ou seja, 80mg tedricos em 25mL de acido acético anidro R. Adiciona-
se 10mL de acetato de mercurio acético. A titulacdo € feita com acido perclorico

0,025N. Cada mL gasto equivale a 7,395 mg de propranolol.

7.1.3.2.2. Doseamento das capsulas de propranolol por espectrometria de

absorg¢ao no ultravioleta



A espectrometria a 290nm ¢é a técnica preconizada na Farmacopéia Britanica

2000 para doseamento de comprimidos de propranolol.

Construiu-se uma curva de calibragdo com a matéria-prima, a partir de uma
solugdo estoque a 1mg/mL do farmaco em agua foram feitas diluigdes em metanol
para a construgdo de uma curva de calibragcdo, com 13 pontos variando a
concentragéo de 12 a 90ug/mL. Em virtude da hidrossolubilidade do farmaco e da
solucdo de partida ser aquosa, foram adicionadas quantidades especificas de agua
para que cada diluicdes contenha a mesma proporgédo de agua e metanol (450uL de
agua e 4550uL de metanol). A absorbancia de cada ponto foi medida em triplicata, e
foram realizadas trés curvas, em dias diferentes, sob as mesmas condi¢cdes
experimentais. A equacgado da reta foi determinada a partir da média das leituras

determinadas nos trés dias.

A metodologia utilizada para doseamento do farmaco foi adaptada e utilizada
para determinacao do teor das capsulas. Assim, cada capsula foi diluida em 100mL
de agua, obtendo uma solugdo estoque com concentragao tedrica igual a 80ug/mL.
Esta solucao foi diluida a fim de obter solugao com concentragao tedrica final igual a
40ug/mL. Em virtude da hidrossolubilidade do farmaco e da solugéo de partida ser
aquosa, foram adicionadas quantidades especificas de agua para que cada diluicdo
contenha a mesma proporgédo de agua e metanol (450uL de agua e 4550uL de
metanol). Estas diluigbes foram preparadas em triplicata, e medidas as absorbéancias
a 290nm. Os resultados foram aplicados na equacéao da reta encontrada na curva de
calibragado feita com a matéria-prima de origem, e calculado o teor do farmaco em

cada capsula.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperagdo. Cada
capsula foi diluida em 100mL de agua, formando uma solugdo de concentragéo
tedrica 80ug/mL. Foi feita também uma diluicdo da SQR a 1mg/mL. Foram feitas
diluicbes em metanol a fim de atingir concentrag&o final 20ug/mL tedricos relativos
ao farmaco contido nas capsulas, e concentracdes variaveis de SQR em 4 amostras.
A primeira amostra néo foi adicionada SQR, e foi diluida em agua- metanol a fim de

ter quantidade final de 450uL de agua, 4550uL de metanol, e concentragao teodrica



igual a 20ug/mL. Esta mesma propor¢cdo agua-metanol foi mantida nas demais
diluicbes. Nestas, foram adicionadas aliquotas da solucdo estoque de SQR, a fim de
obter concentragdes finais iguais a 30, 40 e 50ug/mL, dos quais 10, 20 e 30ug/mL
respectivamente sdo equivalentes a SQR adicionada e 20ug/mL tedricos sao

referentes a capsula em analise.

7.1.3.2.3. Doseamento das capsulas de propranolol por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE)

A metodologia utilizada para doseamento do farmaco citada no item 7.1.1.9.3

foi adaptada e utilizada para determinacao do teor das capsulas.

Cada capsula foi diluida em 100mL de fase mével, obtendo uma solugdo com
concentragado tedrica igual a 800ug/mL. Esta solugdo foi diluida a fim de obter
concentragédo tedrica 100ug/mL. Foram tomadas aliquotas e diluidas para obter
concentragéo tedrica final igual a 10ug/mL. Estas diluicbes foram preparadas em
trilplicata, e injetadas no cromatografo sob as mesmas condicbes experimentais

descritas no item 7.1.1.9.3.

Os resultados foram aplicados na equacao da reta encontrada na curva de
calibragao feita com a matéria-prima de origem, e calculado o teor do farmaco em

cada capsula.

A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacgao.
Diluiram-se 1 capsula contendo 80mg tedricos para 100mL de fase mével, obtendo
assim uma solugdo de concentragdo tedrica igual a 800ug/mL. Esta solugao foi
diluida a fim de obter concentragdo tedrica de 100ug/mL. Foi feita também uma

solugdo estoque com a SQR a 1mg/mL e da mesma forma, dilui-se esta para



100ug/mL. Da solugdo contendo a capsula, foram feitas diluigdes em metanol a fim
de atingir concentragéo tedrica final 5ug/mL. Da solugdo de SQR foram tomadas
aliquotas e adicionadas as diluicbes contendo 5ug/mL de capsula, a fim de obter
concentragbes finais 7,5, 10 e 12,5 pg/mL, dos quais 2,5, 5 e 7,5ug/mL
respectivamente sdo equivalentes a SQR adicionada e 5ug/mL é referente a capsula

em analise.

7.1.3.3 Determinagao do tempo de dissolugao das capsulas de propranolol

N&o existe metodologia farmacopéica para a determinagdo do tempo de

dissolucao de capsulas de propranolol.

O meio de dissolucdo utilizado é o especificado na Farmacopéia Britanica
para comprimidos de propranolol, e constitui-se de acido cloridrico R 0,1N. A

determinagao é por espectrometria ultravioleta a 290nm (BP, 2000).

Foi preparada uma curva de calibragéo a partir de uma solugdo com 1mg/mL
de matéria-prima diluida em acido cloridrico R 0,1N, com concentragdes variando de
40 a 100 ug/mL. A absorbéancia de cada ponto no comprimento de onda determinado

foi medida em triplicata.

O aparato utilizado é a cesta para agitacdo do meio de dissolugao, descrita na

Farmacopéia Brasileira (FB,1988).

Foram feitas seis determinacdes, tomando-se aliquotas do conteudo da cuba
apo6s 30 minutos e diluidas a fim de se obter 80 ug/mL tedricos no caso de diluigdo

total.



As amostras foram doseadas em espectrofotdbmetro e a curva de calibragao
da matéria-prima diluida em acido cloridrico R 0,1N foi utilizada para determinar o
teor encontrado na amostra. Foi determinada a porcentagem de dissolugéo

considerando-se 80ug/mL como o valor de referéncia para 100% de dissolugao.

7.1.3.4 Analise da interagcao de propranolol com excipientes pela técnica de

Difracao de raio-X

A metodologia utilizada esta descrita nas metodologias gerais no item 4.3.4.

7.2 Resultados e discussao especificos do propranolol

7.2.1 Controle de qualidade de propranolol matéria-prima e qualificagcao de

padrao Secundario

As andlises foram realizadas com a mesma matéria-prima usada para
manipulagédo das capsulas. Paralelamente, alguns dos ensaios foram realizados com
amostras de outro lote de propranolol, com o intuito de qualifica-lo como substancia
quimica de referéncia (SQR), e comparagédo de resultados. Os ensaios escolhidos

foram caracteres organolépticos, solubilidade, pH, faixa de fusdo e doseamento.



7.2.1.1 Avaliagao dos caracteres organolépticos de propranolol

Tanto a matéria prima analisada quanto a SQR apresentam-se como pé
branco inodoro, estando de acordo com as referéncias farmacopéicas (FB, 1977;
EP, 1997; USP, 2000; BP, 2000; O’Neil, 2001).

7.2.1.2 Analise da solubilidade de propranolol

O farmaco apresentou-se sollvel em agua, etanol 96° e fracamente sollvel
em cloroférmio. Os mesmos solventes foram testados para a SQR apresentando as
mesmas solubilidades. Ambos estdo em conformidade com as monografias
consultadas para o farmaco (FB, 1977; EP, 1997; USP, 2000; BP, 2000; O’Neil,
2001).

7.2.1.3 Determinagao de pH de propranolol

O pH medido a 25°C, em triplicata de amostras com 1% de propranolol diluido

em agua foi 6,2. Nao foram encontradas referéncias relacionadas.

A SQR apresentou pH 6,0 sob as mesmas condigdes.



7.2.1.4 Determinacgao da faixa de fusao de propranolol

A faixa de fusdo encontrada foi 164,0 a 165,8 °C, estando de acordo com as
referéncias farmacopéicas. A SQR também demonstrou conformidade,
apresentando faixa de fusdo entre 163,0 a 165,0 °C. Ndo foram encontradas
diferencgas significativas utilizando-se diferentes equipamentos de determinagéao de
ponto de fuséo (BP, 2000; USP, 2000).

7.2.1.5 Analise da densidade de propranolol

A densidade aparente encontrada para a matéria-prima foi 0,58 g/mL. Este é
um ensaio de carater informativo, relacionado ao lote especifico de cada matéria-
prima, o qual visa determinar a quantidade de excipiente necessaria para

nivelamento das capsulas.

7.2.1.6 Determinagao de umidade de propranolol

Houve uma perda de 0,22 % do peso de amostras de 1 g de propranolol em

secagem em estufa a 105 °C até peso constante. O ensaio foi realizado em ftriplicata



e as amostras encontram-se dentro do limite de 0,5 % especificado na literatura (BP,
1997; USP2000).

7.2.1.7 Avaliagao do Laudo de analise de propranolol fornecido pelo fabricante

Das analises realizadas, as caracteristicas organolépticas, a solubilidade, o
ponto de fusdo, a perda por dessecagao sao citadas no laudo do fornecedor e os
resultados sdo conformes tanto para a matéria prima quanto para a SQR. O teor
também esta em conformidade com o laudo, tanto da matéria-prima, quanto da

SQR, conforme sera visto nos resultados das analises de doseamento.

7.2.1.8 Identificagdo de propranolol por espectrometria no Infra-vermelho

O espectro IV obtido para o propranolol demonstrou sobreponibilidade ao
apresentado na literatura adotada como referéncia (Moffat, 1986). Adicionalmente o
espectro foi comparado ao obtido sob as mesmas condi¢gdes para a substancia
quimica de referéncia adotada como padrdao, demonstrando correspondéncia e

atestando a identidade do farmaco.

Entre 3250 e 3500 cm™ observa-se bandas referentes a presenca de amina e

da hidroxila. Abaixo de 3000 cm™ observa-se a presenca das bandas referentes as



ligagdes Carbono-Hidrogénio alifaticas. Entre 1450 e 1600 cm™ observa-se bandas

referentes aos anéis aromaticos presentes na formula (Silverstain, 2000).

Os principais picos relacionados ao farmaco encontram-se nos comprimentos
de onda 1103, 1270, 772, 1580, 795, 1240 (Moffat, 1986).
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Figura 54: Espectro IV obtido na literatura para propranolol (Moffat, 1986)
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Figura 55: Espectro IV obtido para propranolol - SQR
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Figura 56: Espectro IV obtido para propranolol matéria-prima

7.2.1.9 Doseamento de propranolol

7.2.1.9.1 Doseamento de propranolol por Titulagao Potenciométrica

A primeira etapa foi o doseamento do padrdo secundario, avaliando a
precisdo através do parametro da repetibilidade. O teor foi determinado em seis

amostras e os resultados podem ser visualizados na tabela seguinte.

Tabela 34: Determinacgao de teor de propranolol SQR por titulagao
Amostra Teor (%) Média (%) + dp C\V.%
1 91,62 92,79 + 3,49 3,76
90,47
92,73
99,73
90,76
91,43
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O método demonstrou precisao aceitavel, pois coeficiente de variagcdo se

encontra dentro do limite de variagao de 5%. No entanto, o método ndo demonstrou



exatidao apropriada, estando o teor determinado abaixo do limite de 98 a 101,5%,
especificado pela Farmacopéia Americana, bem como das especificacbes das
farmacopéias Britanica e Européia que € de 99 a 101% (USP, 2000; BP, 2000; EP,
2000).

O laudo do fabricante apresenta como teor do padrdao 99,9%. O percentual

de concordancia em relagdo ao especificado no laudo do fornecedor é de 92,88%

O doseamento da matéria-prima foi realizado baseando-se em parametros
que validam o método utilizado. Primeiramente analisou-se a precisédo, através da
repetibilidade obtida no doseamento de 6 amostras, conforme os resultados

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 35: Determinacgao de teor de matéria-prima propranolol por titulagao
Amostra Teor (%) Média (%) + C.V.(%)
dp
91,82 92,38 + 0,47 0,51
92,429
91,83
92,64
92,66
92,96
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De forma similar ao determinado para a substancia quimica de referéncia, o
método demonstrou precisao aceitavel, através do baixo coeficiente de variacéo
determinado. No entanto, o método ndo demonstrou exatidao, estando o teor
determinado abaixo do limite especificado pela Farmacopéia Americana que € de 98
a 101,5%, e pelas Farmacopéias Britanica e Européia que € de 99 a 101% (EP,
1997; USP, 2000; BP 2000)

O laudo do fabricante apresenta como teor do padrdao 99,6%. O percentual

de concordancia em relacéo ao especificado no laudo do fornecedor é de 92,75%.



Os resultados obtidos, tanto para o doseamento da substancia quimica de
referéncia quanto para a matéria—prima, mantiveram-se abaixo dos limites

especificados.

Sugere-se que o erro seja relativo ao método, pois 0 mesmo erro ocorreu com
dois lotes diferentes do mesmo farmaco. Estudos posteriores sao sugeridos para
realizar novo processo de validagao, testando a exatiddo do método sob novas

condicoes.

Os resultados aqui apresentados demonstram o quanto o método da titulagao
pode estar sujeito a erros, desde o preparo e padronizacdo das solugdes, ao
equipamento, ao operador e a execugao da técnica propriamente dita. Também
salienta a importancia de validar as técnicas antes de adota-las na rotina de controle
de qualidade, pois mesmo aquelas técnicas descritas na literatura podem nao ser

adequadamente reproduzidas.

O método nao foi apropriado para o doseamento do farmaco.

7.2.1.9.2 Doseamento de propranolol por Espectrometria Ultra-Violeta

A curva de calibracdo determinada na faixa de 12 a 90ug/mL com a
respectiva regressao linear é apresentada abaixo. O coeficiente de correlagao igual
a 0,997 demonstra a linearidade do método. A equacao da reta de regressao linear

construida com a SQR sera utilizada para determinar o teor da matéria-prima.
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Figura 57 Curva de Calibragao de propranolol SQR por espectrometria de

absorgao no ultravioleta

O teor da matéria-prima foi determinado a partir da equacéao da reta obtida
com o padrao, considerando-se que a substancia quimica de referéncia possui
99,9% de teor. Fez-se seis diluicbes da matéria-prima com concentracdo tedrica
40ug/mL. A média dos valores encontrados foi 100,64% de teor da matéria — prima
calculado a partir da curva de calibragao feita com a substancia quimica de
referéncia, considerando o seu teor. A precisao foi demonstrada pelo coeficiente de

variagao igual a 2,41%.

Tabela 36: Determinacgao de teor de matéria-prima propranolol por
Espectrometria de absorg¢ao no ultravioleta
Amostra Teor (%) Média (%) + dp C.V.%
1 97,32 100,64 + 2,43 (2,41%
103,86
100,59
101,34
98,43
102,30
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O teor determinado de matéria-prima manteve-se dentro das especificacbes
delineadas pela Farmacopéia Americana que é de 98 a 101,5%, e pela Farmacopéia
Britanica e Farmacopéia Européia que € de 99 a 101% (BP, 1997; EP, 1997; USP,
2000).

As mesmas diluicbes empregadas na construgdo desta curva de calibragao
foram feitas para a matéria prima em analise. As curvas foram feitas em triplicata. A
curva de calibracdo da matéria-prima foi sobreposta a curva do padrdo. O
coeficiente de correlagdo encontrado foi 0,99906, mostrando a correspondéncia

entre matéria-prima e SQR e a exatiddo do método.
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Figura 58: Comparacgao das curvas de calibragao de propranolol SQR e

matéria-prima por espectrometria-Uv

A exatiddo do método foi verificada através do percentual médio de
recuperacgao obtido igual a 101,79% e coeficiente de variagéo igual a 4,42%. Os
resultados obtidos para o teste de recuperacdo podem ser verificados na tabela

abaixo.



Tabela 37: Teste de recuperagao para propranolol por Espectrometria de

absorgao no ultravioleta

Concentracao | Quantidade | Quantidade % de % médio | C.V.%
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
20 30 9,84 98,40 101,79+ | 442
20 40 21,38 106,9 4,50
20 50 30,02 100,07

*Cada valor € média de trés determinagoes.

7.2.1.9.3 Doseamento de propranolol por Cromatografia Liquida de Alta

eficiéncia

Amostras diluidas na faixa de 2,5 a 25ug/mL foram diluidas na fase movel e

injetadas no cromatografo sob as condi¢des descritas em 7.1.1.9.3.

A injecdo de uma solugdo contendo 10ug/mL de propranolol substéncia

quimica de referéncia resultou no cromatograma abaixo.
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Figura 59: Cromatograma obtido para diluicao de propranolol SQR a 10ug/mL

A curva de calibragdo determinada na faixa de 2,5 a 25ug/mL com a
respectiva regressao linear € apresentada abaixo. O coeficiente de correlagdo igual
a 0,99988 demonstra a linearidade do método. A equacédo da reta de regresséao

linear construida com a SQR sera utilizada para determinar o teor da matéria-prima.
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Figura 60: Curva de Calibracao de propranolol SQR por CLAE
Esta curva de calibragdo foi usada para calcular o teor da matéria—prima,
sabendo-se que a substancia quimica de referéncia possui 99,9% de teor. Fez-se
seis diluicbes da matéria-prima com 10ug/mL de concentragéo tedrica. A média dos

valores encontrados foi 102,12% calculado a partir da curva de calibragao feita com



a substancia quimica de referéncia. A precisao foi demonstrada pelo coeficiente de
variagao 2,58%.

Tabela 38: Determinacao de teor de matéria-prima propranolol por CLAE
Amostra Teor (%) Média (%) + C.V.%
dp
97,99398 102,12 + 2,64 2,58%
99,66514
104,0458
102,889
104,0864
104,0354
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Embora os resultados tenham sido precisos apresentando baixo coeficiente
de variagao percentual, e exatos numa margem de variagdo menor do que 5%, o
teor determinado de matéria-prima através da metodologia empregada nao se
manteve dentro das especificacbes delineadas pela farmacopéia Americana que é

de 98 a 101,5%, e pela Farmacopéia Britanica e Européia que € de 99 a 101%.

As mesmas diluicbes empregadas na construgao desta curva de calibragao
foram feitas para a matéria prima em analise. As curvas foram feitas em triplicata. A
curva de calibracdo da matéria-prima foi sobreposta a curva do padrdo. O
coeficiente de correlagdo encontrado foi 0,99988, mostrando a correspondéncia
entre matéria-prima e SQR bem como a exatiddo do método. A curva de calibragéo

da matéria-prima sera usada para doseamento das capsulas manipuladas.
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Figura 61: Comparacgao das curvas de calibragao de propranolol SQR e

matéria-prima por CLAE

A injecdo de uma diluicdo contendo 10ug/mL de propranolol matéria-prima

resultou no cromatograma seguinte.
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Figura 62: Cromatograma obtido para diluicdo de propranolol matéria-prima a

10pg/mL



A exatidao do método nao pode ser verificada através do percentual médio de
recuperagao obtido igual a 104,64% , devido ao elevado coeficiente de variagdo. Os
resultados obtidos para o teste de recuperacdo podem ser verificados na tabela
abaixo. Observa-se que na adi¢cédo de 2,5 ug/mL de SQR, ocorre a extrapolagdo da
porcentagem de recuperagcdo em 19%, indicando alguma interferéncia e erro do
teste nesta faixa de concentragdo. No entanto, observa-se que nas demais faixas de
concentragdes adicionadas, o percentual de recuperagdo manteve-se proximo a
100%, dentro de uma faixa de variacdo de + 5%, demonstrando a exatiddo do

método nesta faixa de concentragéao.

Tabela 39: Teste de recuperagao para propranolol CLAE

Concentragcao | Quantidade | Quantidade % de % médio |C.V.%
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
2,5 3,15 119,09 104,64 + | 12,06
5 5,24 99,05 12,62
7,5 7,6 95,77

*Cada valor € média de trés determinacgoes.

7.2.2 Controle de Qualidade das Capsulas de propranolol manipuladas

7.2.2.1 Variacao de peso e peso médio das capsulas de propranolol



O peso médio determinado em 20 unidades foi igual a 0,206. Das vinte
unidades analisadas todas se encontram dentro dos limites especificados na
Farmacopéia Brasileira para capsulas de até 80 mg € igual a 10% de variacéo (FB,
1988).

Os pesos individuais das capsulas podem ser vistos na tabela abaixo.

Tabela 40: Variacao de peso e peso médio das capsulas de propranolol

0,192 0,200 0,208 0,206
0,208 0,202 0,208 0,198
0,211 0,205 0,203 0,214
0,213 0,217 0,209 0,200
0,208 0,204 0,211 0,204
Média: 0,20605g Desvio padréo: 0,005809
Limites de variagéo +10% = 0,2266
- 10%= 0,1854

7.2.2.2 Avaliagao da uniformidade de conteudo das capsulas de propranolol

7.2.2.21 Doseamento de capsulas de propranolol por Titulagao

Potenciométrica

As capsulas manipuladas foram analisadas individualmente por titulagao

potenciométrica, e os resultados mantiveram-se dentro dos limites especificados

para comprimidos de propranolol na Farmacopéia Americana o qual é de 90 a 110%



do teor declarado; e dentro dos limites da Farmacopéia Britanica que é 92,5 a
107,5% conforme pode-se observar na tabela seguinte (BP, 2000; USP, 2000).

Tabela 41: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de
propranolol por titulagao
Amostra Teor (%) Média (%) + dp C.V. (%)
1 101,87 98,60 + 2,34 2,37%
102,79
95,42
98,18
98,65
98,18
95,42
98,18
99,11
98,19
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A exatidao e a especifidade podem ser demonstradas pela concordancia dos
resultados com os apresentados pelas outras metodologias. Os percentuais de
concordancia obtidos para o doseamento das capsulas por espectrometria-UV e
CLAE sao 100,90% e 97,23%, respectivamente.

7.2.2.2.2 Doseamento de capsulas de propranolol por Espectrometria-uUv



A equacéao da reta obtida na curva de calibragdo construida para a matéria-
prima foi utilizada para o doseamento de dez capsulas individualmente, para teste

da uniformidade de conteudo.

A curva de calibracdo determinada na faixa de 12 a 90ug/mL com a
respectiva regressao linear € apresentada abaixo. O coeficiente de correlagdo igual
a 0,99967 demonstra a linearidade do método. A equacdo da reta de regresséo
linear construida com a propria matéria-prima utilizada na manipulagao das capsulas
sera usada para o doseamento das capsulas, aumentando a fidedignidade dos

resultados.
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Figura 63: Curva de Calibragcao de propranolol- matéria-prima por

espectrometria de absorg¢ao no ultravioleta

A precisdao do método foi avaliada através do parametro repetibilidade. A
uniformidade de conteudo foi demonstrada pelo do coeficiente de variagcado

percentual encontrado no doseamento de 10 capsulas, individualmente. Os



resultados do doseamento de cada capsula sdo apresentados na tabela seguinte,

considerando 100% de teor a concentragcéo igual a 40ug/mL que corresponde a

concentracao teorica da solugao diluida.

Tabela 42: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de

propranolol por espectrometria de absorg¢ao UV

Amostra Teor (%)

Média (%) + dp

C.V. (%)

1 93,03

96,33

98,125

96,4

104,22

100,125

92,775

98,8
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96,52

97,72 + 3,51

3,99

Os resultados da determinacdo dos teores individuais de cada capsula

mantiveram-se dentro dos limites especificados pela Farmacopéia Americana para

comprimidos de propranolol o qual € de 90 a 110% do teor declarado e dos limites
da Farmacopéia Britanica os quais séo 92,5 a 107,5% (USP,2000, BP, 2000).

A exatidao e a especificidade podem ser demonstradas pela concordancia

dos resultados com os apresentados pelas outras metodologias. O percentual de

concordancia obtido para o doseamento das capsulas por CLAE é 96,36%.



A exatidao foi avaliada através do percentual de recuperagao encontrado

igual a 98,32% e coeficiente de variagdo menor do que 5%.

Tabela 43: Teste de recuperagao para capsulas de propranolol por

espectrometria-uUv

Concentragcao | Quantidade | Quantidade % de % médio |C.V.%
inicial (MP) SQR recuperada * | recuperagao |recuperado
(ng/mL) adicionada +dp
(ng/mL)
20 10 9.35 93,5 98,32 + 4,36
20 20 20,34 101,7 4,29
20 30 29,93 99,77

*Cada valor € média de trés determinagoes.

7.2.2.2.3 Doseamento de capsulas de propranolol por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia



A equacao da reta obtida na curva de calibragdo construida para a matéria-
prima foi utilizada para o doseamento de dez capsulas individualmente, para teste

da uniformidade de conteudo.

A curva de calibragdo determinada na faixa de 2,5 a 25ug/mL com a
respectiva regressao linear € apresentada a seguir. O coeficiente de correlagao igual
a 0,9996 demonstra a linearidade do método. A equacgao da reta de regresséo linear
construida com a prépria matéria-prima utilizada na manipulagado das capsulas sera
usada para o doseamento das capsulas, aumentando a fidedignidade dos

resultados.
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Figura 64: Curva de Calibracao de propranolol- matéria-prima por CLAE

A precisao do método através do parametro repetibilidade, bem como a
uniformidade de conteudo foram demonstradas pelo coeficiente de variacao

percentual encontrado no doseamento de 10 capsulas, individualmente.



O cromatograma obtido pela analise de uma solugédo contendo 10ug/mL tedricos

de propranolol provenientes da diluicdo de uma das dez capsulas analisadas é
mostrado abaixo.
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Figura 65: Cromatograma obtido para diluicdo de capsulas de propranolol

analisada

Os resultados do doseamento de cada capsula sdo apresentados na tabela
abaixo, considerando 100% de teor a concentragdo igual a 10ug/mL que

corresponde a concentracio tedrica da solugao diluida.

Tabela 44: Determinacao de Uniformidade de Conteudo de capsulas de

propranolol por CLAE

Capsula| Teor (%) |Média(%)+dp| C.V.%
1 94,6041 101,41+ 4,41 4,35
97,5432
100,8412
106,4672
97,4171
109,61
101,9082
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102,238
9 100,3562
10 103,0722

As capsulas analisadas encontram-se de acordo com as especificacbes da
Farmacopéia Americana para comprimidos de propranolol, que é 90 a 110%. No
entanto, se forem consideradas as especificacbes da Farmacopéia Britanica, uma
unidade encontra-se fora dos limites de 92,5 a 107,5% (BP, 2000; USP, 2000).

Mais uma vez, pode-se notar a importancia da analise individual de capsulas,
como representativo da homogeneidade. A analise individual de capsulas permitiu a
detecgao de uma unidade acima do limite especificado pela Farmacopéia Britanica.
Provavelmente, esta inconformidade néo teria sido detectada, se o contelido das 10
capsulas tivesse sido misturado e tomadas aliquotas desta mistura para a realizagao

do doseamento, conforme indicam muitas monografias.

As capsulas de menor teor compensariam o excesso determinado na unidade
fora das especificagdes, ou ainda, a mistura do conteudo das 10 capsulas, poderia
mascarar uma homogeneizagcdo inadequada no momento de manipulagdo das

capsulas.

Visto que o doseamento da matéria-prima obteve valores acima das
especificacoes através da técnica utilizada, é esperado que o doseamento das

capsulas, pela mesma técnica também sofra interferéncia positiva.

Pode-se verificar a homogeneidade da mistura do conteudo das capsulas,
pelo coeficiente de variacdo determinado em 4,35%, encontrando-se, portanto,

dentro de uma faixa de variagao de 5%.



A exatiddo do método foi verificada através do teste de recuperacédo, cujos

resultados sdo mostrados abaixo. O percentual de recuperacdo médio encontrado e

o baixo coeficiente de variacdo demonstram a exatiddo do método.

Tabela 45: Teste de recuperacgao para capsulas de propranolol por CLAE

Concentracao | Quantidade | Quantidade % de % médio | C.V.
tedrica inicial SQR recuperada * | recuperagao |recuperado| (%)
(Capsulas) adicionada +dp
(ng/mL) (ng/mL)
5 2,5 2,66 100,57 99,16 + 1,23
5 5 5,21 98,49 1,22
5 7,5 7,81 98,42

*Cada valor é média de trés determinacdes

7.2.2.3 Determinagao do tempo de dissolug¢ao de capsulas de propranolol

A curva de calibracao feita com o propranolol do mesmo lote de matéria-prima

com que foram manipuladas as capsulas, em agua, pode ser observada abaixo, com

a respectiva equacgao da reta e coeficiente de correlagao.
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Figura 66: Curva de calibragcao por espectrometria de absorg¢ao no ultravioleta

de propranolol no meio de dissolugao

As porcentagens de dissolugéo obtidas apds 30 minutos sdo apresentadas na

tabela abaixo. Os teores foram calculados considerando-se 100% de dissolugao a

concentracdo teorica igual a 80ug/mL.

Tabela 46: Porcentagem de dissolugao de capsulas de propranolol

Teor (%) Média
94,45 92,97%
93,81
92,49
91,72
93,64
91,72

As concentracbes obtidas vdo ao encontro da tolerancia especificada pela
Farmacopéia Britanica que é de no minimo 75% de dissolugao apds 30 minutos sob

as condicdes especificadas (BP, 2000).



7.2.2.4 Analise da interagcao de propranolol com excipientes pela técnica de

Difragao de raio-X

O difratograma obtido para o farmaco propranolol é apresentado na figura 67.
A partir da figura 67, obteu-se a figura 68, a qual corresponde a ampliacdo da regiao

correspondente a faixa de 10 a 30 de 26 do difratograma obtido para o propranolol.
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Figura 67: Difratograma obtido para o farmaco Propranolol
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Figura 68: Faixa de 10 a 30 de 20 do difratograma obtido para o farmaco

propranolol

Na figura 68 observa-se a presenga de picos sobrepostos. Os picos de maior

intensidade obtidos para o farmaco propranolol correspondem a dois picos

sobrepostos em 20= 12,4 e 12,74, outros dois em 26= 16,72 e 17,13; além de trés
picos sobrepostos em 26= 19,17; 19,40 e 19,78 e em 20= 25.

O padréao obtido para capsulas manipuladas € apresentado na figura 69.
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Figura 69: Difratograma obtido para o conteudo das capsulas de propranolol

A figura 70 apresenta os difratogramas da capsula e do farmaco. Observa-se

nesta figura a sobreponibilidade dos mesmos.
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Figura 70: Comparacgao entre difratogramas obtidos para o conteudo das

capsulas de propranolol e farmaco

Foram obtidos os difratogramas para cada um dos excipientes utilizados na

formulacgédo: aerosil, amido, lauril sulfato de sodio, estearato de magnésio e talco.

A fim de investigar alteragdes na estrutura cristalina do farmaco, determinou-
se os picos significativos e fez-se a verificagdo se os mesmos mantiveram-se nas
mesmas posi¢cdes nos difratogramas obtidos para a substancia isolada e capsula

(mistura total).



O aerosil conforme anteriormente discutido e apresentada a figura ilustrativa
do perfil de difracdo de raio-X no item 5.2.2.4 apresenta difratograma tipico de

estruturas nao cristalinas e esta presente em baixa concentragéo na formulagéo.

O amido conforme anteriormente discutida e apresentada a figura ilustrativa
do perfil de difracdo de raio-X no item 5.2.2.4 embora presente em quantidade
significativa na formulacdo, apresenta difratograma tipico de estruturas néao

cristalinas.

O Lauril Sulfato de Sodio (figura 71) e o Estearato de magnésio (figura 72)
estdo presentes em concentragbes iguais a 1 e 0,5% respectivamente.

Concentragdes menores do que 5% nao interferem significativamente na analise.
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Figura 71: Difratograma obtido para o Lauril Sulfato de Sédio
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Figura 72: Difratograma obtido para o Estearato de Magnésio

O talco (figura 73) € um excipiente que apresenta difratograma tipico de

estrutura cristalina, e esta presente em quantidade significativa na formulacao.

Assim, determinou-se os picos mais significativos correspondentes a 26=9,40 e

28,59.
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Figura 73: Difratograma obtido para o talco

A partir da figura 69, obtiveram-se a figura 74, a qual corresponde a
ampliagdo da regido correspondente a faixa de 9 a 30 de 20 do difratograma obtido

para as capsulas.

Na figura 74 pode-se observar em 26=9,42 um pico provavelmente
relacionado ao talco. Em 26=12,4 e 12,7 observa-se a presenga de um pico
sobreposto semelhante e nas mesmas posicoes dos picos observados no
difratograma obtido para o propranolol. O mesmo ocorre em 26= 16,7 e 17,1. Em
20=25 detecta-se a presenca de um pico semelhante ao encontrado na mesma
posicdo no difratograma do farmaco, e em 26=28,59 um pico isolado referente ao

talco.
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Figura 74: Faixa de 9 a 30 de 20 do difratograma obtido para o conteudo das

capsulas



Também a partir da figura 69 obtiveram-se a figura 75, a qual corresponde a
ampliagdo da regido correspondente a faixa de 18 a 24 de 20 do difratograma obtido
para as capsulas. Nesta figura pode-se observar a presenca de trés picos
sobrepostos, nas mesmas posicdes em que ocorrem picos sobrepostos no

difratograma obtido para o propranolol, em 26=19,15; 19,33; 19,71.
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Figura 75:Faixa de 18 a 24 de 20 do difratograma para o conteudo das capsulas

Assim, pode-se constatar que nao houve alteracdo do perfil de difracdo de
raios-X na formulagdo da capsula em comparagdo com o difratograma obtido para o
farmaco isoladamente. Pode-se verificar no difratograma obtido para as capsulas,
picos significativos nas mesmas posi¢des relativas, relacionados ao talco e ao
propranolol, que sado os componentes que apresentam estrutura cristalina e

constituem quantidade significativa na formulagao.

Desta forma, sugere-se que ndo ocorre alteracdo da estrutura cristalina do

farmaco na presenca dos excipientes.



8. Discussao Geral



O presente trabalho apresentou metodologias de avaliagdo dos parametros
de qualidade de capsulas de antihipertensivos. Além dos testes minimos exigidos na
RDC 33, foram efetuadas anélises complementares seguindo outras monografias

oficiais visando a garantia da qualidade de produtos manipulados.

Para a validacdo das metodologias e comparagao de resultados, é necessario
utilizar um padrao de referéncia, o qual corresponde a um composto de alta pureza
que esta bem caracterizado. De acordo com o Food and Drug Administration (FDA),
ha duas categorias de padrdes de referéncia quimicos: padrdes de referéncia USP,
0s quais nao necessitam de caracterizacdo, e padrdes de referéncia nao
compendiais que devem ser caracterizados para garantir sua identidade, teor,
qualidade e pureza (FDA,1994).

Em virtude da restricdo orgcamentaria que compete as universidades publicas
no Brasil, ndo foi possivel adquirir padrao de referéncia USP para os trés farmacos.
Foram entdo utilizadas matérias-primas de lotes diferentes aos utilizados na

manipulagéo das capsulas.

Das técnicas preliminares de controle de qualidade da matéria-prima exigidas
pela legislacdo: caracteres organolépticos, determinagao da solubilidade, pH, faixa
de fusdo, densidade, perda por secagem, todos os resultados apresentaram
conformidade com as especificacdes.

As informacdes referentes aos caracteres organolépticos de uma substancia
sao genéricas e se destinam a avaliagao preliminar da integridade da mesma. A
descricao, por si, ndo € indicativa da pureza, devendo ser associada a outros testes
farmacopéicos para assegurar que a substancia esteja de acordo com a monografia
(FB, 1988).

A andlise das matérias primas por espectrometria no infra-vermelho atestou
sua identidade. A espectrometria no infravermelho é ensaio de identificagdo por
exceléncia, capaz de diferenciar substancias por menores que sejam as diferengas.

Algumas monografias especificam a execugdo dos espectros para a comparagao



com espectros de referéncia. Como opcao, havendo padréao de referéncia, pode-se
efetuar os dois espectros simultaneamente (padrédo e amostra) para a comparagéo

por sobreposicéo (FB, 1988).

Ha diferentes técnicas para efetuar-se determinagdes quantitativas de
farmacos. A escolha deve basear-se na natureza da informagao que se procura:
pode haver a exigéncia de dados muito detalhados, ou em vez disso, resultados de
um carater geral podem ser suficientes. Deve-se considerar também a finalidade do
dado analitico: controle de matérias primas ou de produtos acabados para a
verificacdo da conformidade com especificagdes, ou como acompanhamento das
etapas de um processo de manufatura. Para esta espécie de determinagao podem
ser empregados métodos rapidos e prontamente adaptaveis ao trabalho de rotina
(Basset, 1981).

A determinacédo do teor do farmaco nao é exigida pela legislagdo em vigor
para as farmacias de manipulacdo na etapa de controle de qualidade da matéria-
prima. Ela é exigida apenas no controle das preparagbes manipuladas. O presente
estudo pode sugerir uma adequagdo da legislagdao vigente, uma vez que a
determinacao de teor do farmaco demonstrou interferir na qualidade das capsulas

manipuladas.

E facultado as farméacias de manipulagdo terceirizar o controle de qualidade
para a realizacdo da analise do teor, em laboratoérios tecnicamente habilitados para
este fim. A rota de validagdo aqui sugerida pode ser utilizada para capacitar
tecnicamente a farmacia para a realizagdo da anadlise de teor por técnicas
acessiveis, como a titulagdo potenciométrica. A espectrometria na regido do ultra-
violeta € também uma técnica que pode ser adotada por farmacias de grande porte,

nas quais o volume de preparagdes justifique o investimento.

A titulacdo potenciométrica € descrita na literatura para doseamento dos
farmacos. O método sugerido para o atenolol mostrou-se exato e preciso para o seu
doseamento, porém, os resultados obtidos para enalapril e propranolol embora

precisos, nao foram exatos. O erro observado na titulagdo potenciométrica do



maleato de enalapril, provavelmente se deve a presengca de CO, (dioxido de

carbono).

Os métodos de titulagdo potenciométrica foram adaptados para o doseamento
das capsulas. Para as capsulas de atenolol, os resultados demonstraram exatidao,
precisao e especificidade. Para doseamento das capsulas de enalapril, 0 método de
titulacdo potenciométrica sugerido ndo se mostrou apropriado na presenca dos
excipientes usados na formulagdo. A técnica demonstrou exatidao e precisao para
doseamento das capsulas de propranolol, porém o método ndo foi validado em

funcao dos resultados obtidos para o doseamento do farmaco.

Assim, o método de doseamento por titulagcdo potenciométrica foi validado

apenas para matéria-prima e capsulas de atenolol.

A espectrometria-UV é um método farmacopéico sugerido para doseamento
de capsulas de atenolol e propranolol. O método foi validado para doseamento de

farmacos.

O doseamento de atenolol, enalapril e propranolol por espectrometria-UV
mostrou linearidade na faixa determinada, bem como exatiddo, precisdo e
especificidade. N&o foram encontradas na literatura técnicas de doseamento de
enalapril por espectrometria-ultravioleta direta sem a utilizacdo de complexos
colorimétricos. Assim, a validacdo desta técnica para o enalapril realizada no
presente trabalho € uma inovacdo e aprimoramento das técnicas de doseamento

para o farmaco.

Na determinacdo de capsulas de atenolol por espectrometria UV supde-se
que ocorre a interferéncia dos excipientes, aumentando os valores determinados. No
entanto, os teores obtidos, ainda assim, mantiveram-se dentro da faixa aceitavel. A
especificidade ndo foi demonstrada, pois o coeficiente de variacdo percentual obtido

no teste de recuperagao da matéria-prima foi elevado.



As metodologias por espectrometria UV demonstraram precisdo, exatidao e

especificidade para doseamento das capsulas de enalapril e propranolol.

As técnicas de doseamento por espectrometria-UV foram validadas para os
farmacos atenolol, enalapril e propranolol; e para capsulas de enalapril e

propranolol.

A CLAE demonstrou precisao, exatidao e especificidade para doseamento de
atenolol. As metodologias por CLAE para os farmacos enalapril e propranolol n&o
demonstraram exatiddo, nem especificidade, tendo em vista que a variagdo nos
percentuais de recuperacdao obtidos foi elevada, conquanto pequena no

doseamento.

O doseamento de capsulas por CLAE demonstrou exatiddo, precisdo e
especificidade para as manipuladas com os farmacos atenolol e propranolol. Para
capsulas de enalapril 0 método sugerido foi exato, porém o coeficiente de variagéao
do teste de recuperacéao, foi muito alto demonstrando a falta de especificidade em

alguns niveis de concentragao.

Assim, as técnicas de doseamento por CLAE foram validadas para o farmaco

atenolol; e para capsulas de atenolol e propranolol.

A determinacéo de peso médio pode ser utilizada para estimar o conteudo de
substancia ativa das capsulas somente se existir a garantia de que o farmaco se
encontra homogeneamente disperso no excipiente empregado para o enchimento da
mesma (Villa-Jato, 1997).

As divergéncias de peso do conteudo sao determinadas a partir da
quantidade nominal de enchimento. Deste modo obtém-se informagdes sobre a

homogeneidade do envase (FB, 1996).

Assim, este ensaio, fornece informagbées sobre a homogeneidade de

encapsulacdo, ou seja, da quantidade em peso do material de enchimento. Porém



nao traz informacdes sobre a homogeneidade de teor de farmaco nas capsulas.
Desse modo, uma distribuigdo homogénea de peso n&o significa necessariamente
uma homogeneidade de dose. Para uma analise mais acurada, deve ser feita a

determinacao da uniformidade de doses unitarias.

A uniformidade das doses unitarias de formas farmacéuticas pode ser
determinada por dois métodos: variagdo de peso e uniformidade de conteudo. A
metodologia empregada para a avaliacdo da uniformidade de dosagem nas capsulas
manipuladas foi a determinagédo da uniformidade de conteudo. Esta trata de valorar

a quantidade de principio ativo medicamentoso existente em cada capsula.

O presente trabalho demonstra a importancia da determinacdo da
uniformidade de conteudo pela analise individual das capsulas, apresentando uma

forma mais criteriosa para avaliar a homogeneizagao de farmaco com excipientes.

Os resultados obtidos com a utilizacdo desta técnica fornecem resultados
mais representativos da uniformidade de dose do farmaco nas capsulas. Determina-
se, desta forma, rigorosamente a homogeneidade, n&o incorrendo no risco de fazer
extrapolacdes errbneas, as quais poderiam ocorrer ao valorar o conteudo de 10
unidades conjuntamente considerando distribuicdo homogénea do farmaco, sem

comprovagao da mesma.

E requerimento farmacopéico que o contetido de substancia ativa em cada
unidade posoldgica coincida com o especificado. Assim, o doseamento do farmaco
nas capsulas é uma analise fundamental indicativa da qualidade (Trillo, 1993; Vila-
Jato, 1997).

Sugere-se a adogao da analise da uniformidade de conteudo para validar o
processo de manipulagao nas farmacias individualmente, para cada farmaco. Desse
modo, os procedimentos operacionais padrdo de manipulacdo dos farmacos podem
ser validados através da analise de capsulas individualmente. Uma vez validados os
procedimentos de manipulagdo, pode-se controlar o processo de homogeneizacgéo e

encapsulacédo segundo os procedimentos de manipulagéo estabelecidos.



Desta forma, sugere-se que sejam validadas metodologias de determinagao
de teor tanto de matéria-prima quanto de capsulas nas farmacias de manipulagao. A
rota de validacdo aqui sugerida pode ser utilizada para a validagdo das

metodologias.

Salienta-se, ainda, a importancia de seguir rigorosamente os critérios de
validacao, antes da ado¢ado das metodologias na rotina de controle de qualidade. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram que mesmo métodos farmacopéicos,
estdo sujeitos a erros de diferentes origens, podendo ndo reproduzir resultados
confiaveis. Assim, as metodologias de analise devem ser validadas sob as

condigdes especificas de cada laboratdrio.

O método de manipulagdo descrito e adotado para a manipulagdo de
capsulas neste trabalho, demonstrou produzir capsulas com razoavel uniformidade
de conteudo. Para aperfeicoamento do processo, sugere-se a determinagao de teor
da matéria-prima e a adog¢ao de fatores de correcao de teor do farmaco, no caso de
teores determinados diferentes de 100%, desde que dentro dos limites
farmacopéicos. As matérias-primas com teor determinado fora das especificacbes

devem ser descartadas.

Os testes de dissolugao sao especificados nas monografias dos trés farmacos
ao inveés de testes de desintegracdo. A determinagdo do tempo de dissolugéo € um
teste quantitativo, sendo desta forma um indicativo mais preciso de parametros de
qualidade do que a demonstragdo apenas da ocorréncia de desintegracdo das

capsulas.

O teste de dissolugédo determina a porcentagem de principio ativo liberado no
meio de dissolucado, dentro do periodo de tempo especificado, quando o mesmo é
submetido a acdo de aparelhagem especifica, sob as condigcbes experimentais
descritas. O teste visa a demonstrar se o produto atende as exigéncias constantes

na monografia de cada medicamento (FB, 1988).



Os tempos de dissolugcéo determinados para as capsulas dos trés farmacos
mantiveram-se dentro das especificagcbes farmacopéicas delineadas para
comprimidos dos mesmos farmacos, visto ndo haver monografia das capsulas

estudadas.

Nao foram detectadas interagdes dos farmacos com os excipientes sugeridos
na literatura, através da técnica de difragao de raios-X. Esta analise é relevante, em
virtude de muitos compostos serem capazes de cristalizar em mais de uma forma
cristalina. Em algumas temperaturas e pressdes particulares, apenas uma forma
cristalina (polimorfo) €& termodinamicamente estavel. Uma vez que a taxa de
transformacao de fase de um polimorfo metaestavel para um estavel pode ser

consideravelmente lenta, ndo é incomum encontrar diferentes polimorfos de um

composto farmacéutico cristalino existente sob condi¢gdes normais de manipulagao.

Além de exibir polimorfismo, muitos compostos formam solvatos cristalinos
nos quais a molécula do solvente € parte integrante da estrutura cristalina. Da
mesma forma que todo polimorfo tem seu proprio perfil de difragdo de Raios-X assim
também em algumas instancias, os polimorfos e ou solvatos apresentam taxas de
dissolucdo diferentes. Assim, na escala de tempo de biodisponibilidade
farmacéutica, diferentes conteldos totais de medicamento sdo dissolvidos,
resultando em wuma potencial bioinequivaléncia das diferentes formas do
medicamento (USP, 2000).

Visto que todo material cristalino prové um unico padrao de difragao de raios-
X, o estudo de padrdes de difracao de fases desconhecidas oferece um poderoso
meio de identificagcdo qualitativa. Diferentes fases em uma mistura podem ser
identificados por meio de seus padrées de difragdo de raios-X. Os espagamentos
entre os maximos difratados e suas intensidades relativas podem ser usados para
analise qualitativa e quantitativa de um material cristalino (Jenkins, 1995; USP,
2000).

Os resultados obtidos com este trabalho demonstram que as farmacias de

manipulacdo podem produzir capsulas com bom perfil de qualidade. Porém,



demonstram também a necessidade do controle da qualidade em todas as etapas
do processo, desde a matéria prima, o procedimento de manipulagcio e o controle de
produto acabado, pois assim como podem ser produzidas capsulas de boa
qualidade, também podem ser obtidas capsulas que ndo atendem as especificacoes

farmacopéicas se os parametros indicativos da qualidade nao forem controlados.

A medida que a classe farmacéutica toma consciéncia do estreito limiar
existente entre a qualidade e a auséncia dela, buscando a garantia da qualidade dos
produtos manipulados, aumenta a segurangca e eficacia dos tratamentos
farmacolégicos, aumentando a confianga da populagdo, da classe médica,

estimulando e justificando o controle da qualidade em todo o processo.

A busca da qualidade é um processo evolutivo de aprendizagem. Mesmo
processos e metodologias ja validados devem ser continuamente monitorados e
revalidados, buscando sempre melhoria no perfil de qualidade e um aprimoramento
constante. Este aprimoramento implica necessariamente numa mudancga

comportamental. N&do ha aprendizagem se ndo ha mudanga de comportamento.

“A ciéncia aproxima-se da verdade, mas n&o chega a ela jamais: a revelagao

€ impossivel.” (Carlos Vogt)



9 Conclusoes

- O método de manipulagcdo de capsulas por nivelamento descrito neste
trabalho, e adotado para a manipulagdo das capsulas, demonstrou produzir capsulas
com razoavel uniformidade de conteudo. Para aperfeicoamento do processo de
manipulagédo, sugere-se a determinacdo do teor da matéria-prima nas farmacias,
para que possam ser descartadas as matérias-primas com teor fora das

especificagdes farmacopéicas.



- O conjunto das analises aplicadas aos farmacos, mostrou-se adequado para
avaliacdo da matéria-prima: caracteres organolépticos, determinagdo da
solubilidade, pH, faixa de fusdo, densidade, perda por secagem, identificagdo por
espectrometria no infravermelho e doseamento. Da mesma forma, a sequéncia de
técnicas apresentadas demonstrou-se apropriada para a avaliagdo da qualidade de
capsulas dos farmacos: peso meédio, uniformidade de conteudo, doseamento,

dissolucdo, analise de interagdo com excipientes pela técnica de difragao de raios X.

- Em relagdo a validacdo das metodologias analiticas desenvolvidas para o
doseamento dos farmacos, a titulacdo potenciométrica foi validada para doseamento
do farmaco e capsulas de atenolol; a espectrometria de absor¢do no ultravioleta foi
validada para doseamento dos farmacos atenolol, enalapril e propranolol e para as
capsulas de enalapril e propranolol enquanto que a CLAE foi validada para o

doseamento do farmaco atenolol e das capsulas de atenolol e propranolol.

- O presente trabalho permitiu a comparagdo do uso de diferentes
metodologias analiticas para o doseamento do farmaco e de capsulas de atenolol,

propranolol e enalapril.

- As técnicas de avaliagdo da qualidade apresentadas podem ser
implementadas por farmacias de manipulagdo, com excegcdo das técnicas
instrumentais que n&o sdo economicamente viaveis: Cromatografia liquida de alta
eficiéncia, difracdo de raios-X, espectrometria no infra-vermelho e dissolucdo. As
técnicas de doseamento de farmacos podem ser aplicadas nas farmacias magistrais,
através do uso da titulometria ou espectrometria no ultravioleta, desde que mediante

processo de validagdo, como o sugerido neste trabalho.
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10. ANEXOS

Anexo A

Demonstrativo do crescimento de farmacias de manipulagdo em Santa
Catarina de 1964 a 2001

Ano| Farmacias | Farmacias que Crescimento (%) em relagao ao ano
estabelecidas | fecharam no anterior
no ano ano
1964 1
1973 1 100
1977 1 50
1985 2 66,66666667
1987 2 40
1988 4 57,14285714
1989 2 1 9,090909091
1990 1 8,333333333
1991 5 1 30,76923077
1992 6 1 29,41176471
1993 2 3 -4,545454545
1994 6 4 9,523809524
1995 3 3 0
1996 3 2 4,347826087
1997 10 1 37,5
1998 15 1 42,42424242
1999 20 2 38,29787234
2000 34 52,30769231
2001 27 27,27272727

(Tabela construida a partir dos dados Fornecidos pelo Conselho Regional de Farmacia de Santa
Catarina CRF-SC)



ANEXO B

Representagao grafica do crescimento de farmacias de manipulagao em Santa
Catarina de 1964 a 2001
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(Grafico construido a partir dos dados Fornecidos pelo Conselho Regional de Farmacia de Santa
Catarina CRF-SC)






