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RESUMO

Alves, C.P.I. Desenvolvimento farmacotécnico e analitico de
comprimidos revestidos de montelucaste: equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia. Goiania, 2010. Tese de Doutorado. Faculdade de Medicina -
Universidade Federal de Goids. Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias da
Saude.

O Montelucaste € um potente inibidor seletivo reversivel do receptor
cisteinil-leucotrieno-1, evitando que os mediadores provoquem a resposta
asmatica. Sua comercializagdo no Brasil, na forma de produto acabado, é
protegida por patente até 2010. Uma vez que o farmaco Montelucaste é
recente no mercado farmacéutico e ndao ha descricido de metodologia em
compéndios oficiais capaz de assegurar a qualidade das novas formulagoes, o
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos
revestidos de montelucaste, desenvolvimento e validacdo de métodos analitico
e bioanalitico visando obtencdo de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia
com o medicamento referéncia de mercado. Com esta finalidade, foram
caracterizados alguns parametros fisico-quimicos, desenvolvidos e validados
métodos de doseamento e dissolucdo por cromatografia liguida de alta
eficiéncia com deteccdo ultravioleta (HPLC-UV) para quantificacdo de
montelucaste presente em comprimidos revestidos de 10,0 mag. A
determinacao de montelucaste sdédico em plasma humano foi realizada
utilizando-se loratadina como padrao interno e cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de massas (HPLC - MS/MS). O farmaco foi
extraido do plasma humano utilizando extracao por precipitacao. Os resultados
encontrados dos parametros de especificidade, linearidade, exatiddo, precisao,
limites de quantificacdo e deteccao e estabilidade nas validagdes dos métodos
confirmam que os mesmos foram adequados para a finalidade proposta. Os
métodos analiticos desenvolvidos e validados foram aplicados no
desenvolvimento farmacotécnico dos comprimidos para determinacao de uma
formulagdao préxima ao medicamento referéncia de mercado Singulair®. Esta
formulagcdo foi submetida a ensaios de estabilidade para assegurar sua
qualidade e permitir a realizacdo de equivaléncia e bioequivaléncia
farmacéutica com o intuito de registro como medicamento genérico.

Palavras Chaves: Montelucaste; HPLC-UV; HPLC-MS/MS; desenvolvimento
analitico; desenvolvimento  farmacotécnico, validacao, equivaléncia
farmacéutica, bioequivaléncia.
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ABSTRACT

Alves, C.P.I. Pharmaceutical and analytical development film coated
tablets of montelukast: pharmaceutical equivalence and
bioequivalence. Goidnia, 2010. Doctoral Thesis. Faculdade de Medicina -
Universidade Federal de Goids. Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias da
Saude

Montelukast is a potent reversible selective inhibitor of cysteinil-
leukotrien-1 receptor, avoiding that these mediators promote the asthmatic
response. Its commercialization in Brazil, as a terminated product, is protected
by patent up to 2010. Once the active ingredient Montelukast is recent in the
pharmaceutical market and there is no methodology description in official
compendiums capable to assure the quality of new formulations, the objective
of this paper was the pharmaceutics of montelukast film coated tablets, the
development and the validation of analytical and bioanalytical methodologies
foreseeing the pharmaceutical equivalence and bioequivalence with the
reference medication of the market. With this purpose, some physical-
chemical parameters were characterized, assay and dissolution methodologies
were developed and validated per high performance liquid chromatography
with ultraviolet detection (HPLC-UV) for the quantification of montelukast
present in 10.0mg film coated tablets. The quantification of montelukast
sodium in human plasma was performed using Loratadine as internal standard
and high performance liquid chromatography attached to mass detector (HPLC
- MS / MS). The active ingredient was extracted from the human plasma using
precipitation extraction. The results found for the parameters of specificity,
linearity, accuracy, precision, quantification and detection limits and stability in
the methodologies validation confirm they were adequate for the objective
proposed. The analytical methodologies developed and validated were applied
in the pharmaceutics of the tablets for the determination of the formulation
similar to the market reference medication Singulair®. This formulation was
submitted to stability assays to assure its quality and to allow the performance
of pharmaceutical equivalence and bioequivalence with the purpose of
registering as a generic medication.

Key words: Montelukast; HPLC-UV; HPLC-MS/MS; analytical development;
pharmaceutics; validation; pharmaceutical equivalence; bioequivalence.



1 INTRODUCAO

O ano de 1999 apresentou-se como um marco para a industria
farmacéutica nacional com a instituicdo do medicamento genérico no pais. A
implementacdo da Lei de Medicamentos Genéricos n° 9.787 de 10 de fevereiro
determinou o registro de medicamentos com base na equivaléncia
farmacéutica, bioequivaléncia e boas praticas de fabricacao e controle (Brasil,
1999).

Para chegar até o registro como medicamento genérico, faz-se necessario
um longo processo de desenvolvimento farmacotécnico, analitico e bioanalitico
para garantir a qualidade de medicamentos que possam ser intercambidveis
com o medicamento referéncia no mercado. Este processo envolve o
desenvolvimento e utilizacdo de um método analitico adequado para o estudo
do farmaco e o emprego de uma série de métodos de caracterizacao fisico-
quimica (Swartz e Krull, 1997; Mondoveanue e David, 2002).

Uma vez que a producao de medicamentos genéricos se faz a partir da
expiracdo ou renuncia da protecdo patentaria do medicamento referéncia, este
trabalho foi direcionado para o farmaco Montelucaste, cujo medicamento
referéncia Singulair® tem sua patente expirada em outubro do ano de 2010".
Este farmaco apresenta importancia para a saude da populagdao no tratamento
da asma, uma enfermidade cada vez mais relevante no cenario nacional.

As doencas alérgicas tém aumentado sua prevaléncia nas Ultimas
décadas em todo o mundo, especialmente em paises ocidentais. A asma é
uma das doengas cronicas mais comuns na infancia, sendo que sua
prevaléncia e gravidade aumentaram em varios paises nas ultimas décadas.
As causas para as oscilacbes da prevaléncia tém sido atribuidas a poluicado,
mudancas dietéticas e maior exposicao alergénica (Raffa et al., 2006; Virchow
e Bachert, 2006).

A asma é a doenca crénica mais comum das vias aéreas e é caracterizada
por obstrucao ao fluxo aéreo, reversivel espontaneamente ou com tratamento.

Os principais predisponentes de asma e de rinite alérgica sdo viroses

! Numero do processo de patente: PI1100383-9. Prioridade dos Estados Unidos, nimero 596887 em
12/10/1990. Vigéncia da  protecédo patentaria  até 12/10/2010. Disponivel em:
http://pesquisa.inpi.gov.br/MarcaPatente/j sp/servimg/validamagic.j sp?BasePesqui sa=Patentes



respiratorias, hipersensibilidade aos acaros da poeira doméstica, mofo e pélos
de animais, fatores irritantes (fumaca de cigarro, mudangas climaticas e

poluicao) e aspectos emocionais, como o estresse (Raffa et al., 2006).

Os farmacos usados para o tratamento das doencas respiratérias atuam
por varios mecanismos, como relaxamento de musculos lisos bronquiais ou
modulacdo da resposta inflamatéria. O objetivo do tratamento é aliviar os
sintomas e, se possivel, prevenir a recorréncia de crises asmaticas (Howland e
Mycek, 2006).

Os moduladores de leucotrienos, como o montelucaste sddico,
apresentam-se como alternativas Uteis no tratamento de asma alérgica
moderada a grave, em pacientes mal controlados com o tratamento
convencional ou que apresentam efeitos adversos devido a doses elevadas ou
prolongadas de corticosterdides. Os moduladores de leucotrienos atuam na
reducdo da sintese desses mediadores inflamatérios ou antagonizando os
receptores dos mesmos, evitando que estes provoquem a resposta asmatica
(Brody et al., 2006).

Por se tratar de um farmaco recente no mercado farmacéutico, o
montelucaste sddico necessita de maiores estudos quanto ao desenvolvimento
de formulacdes e de metodologia analitica de forma a assegurar a qualidade
dos medicamentos desenvolvidos a partir deste ativo. Uma vez que ndo ha
descricao de metodologia analitica descrita em farmacopéia, a realizacao deste
trabalho é importante, pois fornece ferramentas necessarias para garantir a
qualidade de todo o processo produtivo, controle de qualidade do produto final
e estudos de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia, com o intuito de

registro como medicamento genérico no Brasil.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERAGCOES GERAIS

Para a obtencdo da equivaléncia terapéutica (equivaléncia farmacéutica,
bioequivaléncia e boas praticas de fabricagcdo) com o medicamento referéncia
e conseqglente registro como medicamento genérico é necessario um amplo
conhecimento sobre a substancia quimica que se estuda (Mitra e Brukh,
2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) ressalta a
importancia da qualidade analitica dos resultados como um dos instrumentos
fundamentais para a protecdo e promocdo da saude da populacao (Brasil,
2005a). Para que isto ocorra uma importante fase de desenvolvimento
analitico deve ser contemplada.

Para o desenvolvimento de um método é necessario considerar as
propriedades do farmaco de interesse realizando levantamento bibliografico
sobre o assunto (Mitra et al., 2003). Nessa etapa, sao pesquisadas
informacdes em compéndios oficiais (Farmacopéias) nacionais e internacionais
e em periddicos técnicos e cientificos sobre a existéncia de algum método
analitico do farmaco de interesse descrito em literatura, do conhecimento das
substancias relacionadas, da estabilidade, das propriedades fisico-quimicas,
dos possiveis produtos de degradacao etc. Apds a reunido dessas informacgoes,
as etapas seguintes sdao a selecdao, desenvolvimento e otimizacdo do método
quando é determinada a aplicacdo, matriz, solventes, concentracao do
farmaco, a instrumentacdo a ser utilizada, as condicdes analiticas, entre
outros. Também deve ser considerada a facilidade do uso do método, bem
como o custo e a rapidez da analise que o mesmo proporciona (Swartz e Krull,
1997; Mondoveanue e David, 2002).

O método selecionado é submetido ao processo de validacao, de acordo
com os parametros de especificidade e seletividade, linearidade, precisao,
exatidao, limites de deteccdo e quantificacdo e robustez, o que garantird que o
método seja realmente apropriado para o uso pretendido (Brasil, 2003; Brasil-
INMETRO, 2010). Um método bem desenvolvido deve ser facil de ser validado
(Breaux et al., 2003).
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O desenvolvimento farmacotécnico também exige um amplo
conhecimento do farmaco estudado, bem como de sua interacdo com
excipientes utilizados na formulagao e embalagem utilizada necessitando de
uma série de caracterizacOes fisico-quimicas para determinar as melhores
técnicas de fabricacdo, armazenamento e seguranca da formulacdo
desenvolvida (Ansel et al., 2007).

A etapa de desenvolvimento farmacotécnico é de extrema importancia,
uma vez que a eficacia clinica de um farmaco nao é atribuida apenas a sua
atividade farmacoldgica intrinseca, mas também a fatores ligados as
propriedades fisico-quimicas, bem como aos relacionados aos excipientes
empregados na formulacdo, além do processo de manufatura, que tém sido
considerados responsaveis por alteracdes nos efeitos dos medicamentos, uma
vez que podem afetar sua biodisponibilidade (Gibaldi, 1991; Shargel et al.,
2005; Bonamici, 2009).

2.2 ASMA

A asma é uma grave alteragao inflamatoria cronica das vias aéreas, em
gue varios elementos celulares estdo envolvidos. Uma caracteristica da asma é
a obstrugdo das vias aéreas que é reversivel com o tempo ou em resposta ao
tratamento. Mesmo quando os pacientes tém respiracdao normal (asmaticos
moderados) seus pulmoes sao hiper-reativos para uma variedade de estimulos
que ocorrem normalmente (ex: ar frio, exercicios, cigarros). A hiper-
reatividade brénquica (HRB) esta relacionada com a inflamacgdo dos bronquios,
incluindo danos ao epitélio e infiltragdo de eosindfilos. Outras caracteristicas
da asma incluem edema da mucosa das vias aéreas, hipersecrecao de muco e
remodelamento das vias aéreas. Sintomaticamente, os pacientes ficam com
tensdo toracica, ofegantes, respiracdo curta ou tosse (Brody et al., 2006;
Howland e Mycek, 2006).

Em comparagdo com a asma, a doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) é definida pela Global Initiative on Obstructive Lung Disease como
“Um estado de doenca caracterizado por limitacdo das vias aéreas que nao é
completamente reversivel. A limitacgdo das vias aéreas é geralmente
progressiva e associada a uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a

particulas nocivas e gases,” A DPOC inclui bronquiolite obstrutiva crénica com
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fibrose e obstrucao das vias aéreas menores, enfisema com amplificacdo do
espaco aéreo e destruicdo do parénquima pulmonar, perda da elasticidade
pulmonar e fechamento das vias aéreas menores (Brody et al., 2006; Raffa et
al., 2006).

O tratamento da asma e da doenca pulmonar obstrutiva créonica (DPOC)
envolve o uso de farmacos com mecanismos que afetam diferentes aspectos
dessas doencas (Brody et al., 2006).

Dentre os agentes antiinflamatérios destacam-se as cromonas para o
controle da liberacdo de mediadores a partir de mastdcitos e outras células e
para o controle dos efeitos de estabilizacdo da membrana; os glicocorticoides
locais ou sistémicos, para o controle da transcricdo de genes mediadores e
para o controle de edema, producao de muco e infiltracdo eosindfila, e os
moduladores de leucotrienos para diminuir a sintese de mediadores
inflamatoérios ou antagonizar os receptores dos mediadores inflamatorios
(Brody et al., 2006).

Como agentes broncodilatadores destacam-se as metilxantinas para
reducdo da freqliéncia de broncoespasmos recorrentes; os agonistas dos
receptores B2-adrenérgicos para relaxar o musculo liso bronquico e diminuir a
permeabilidade microvascular, e os antagonistas dos receptores muscarinicos
para inibir os efeitos broncoconstritores da acetilcolina endégena (Brody et al.,
2006).

2.3 LEUCOTRIENOS

Os leucotrienos sdao produtos do metabolismo do acido araquidonico
envolvidos nos processos inflamatoérios, incluindo asma e anafilaxia. A enzima
5-lipoxigenase catalisa a sintese de &acido araquidonico em intermedidrios
instaveis, que sao convertidos em leucotrienos. Iniumeras células das vias
aéreas (incluindo mastdécitos, macroéfagos, eosindfilos e baséfilos) sintetizam,
armazenam e secretam varios subtipos de leucotrienos pré-inflamatorios
(Raffa et al., 2006; SINGULAIR, Merck & Co., Inc). O leucotrieno B4 (LTB4)
atrai leucdcitos adicionais, e os LTC4 e LTD4 aumentam a reatividade
bronquial, a broncoconstricao e a secrecao de muco (Raffa et al., 2006).

Estes eicosandides se ligam aos receptores cisteinil leucotrienos (CysLT).

O receptor CysLT tipo 1 (CysLT1) é encontrado na via respiratoria humana
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(incluindo células musculares lisas e macréfagos da via aérea) e em outras
células pré-inflamatdrias (incluindo eosindfilos e certas células do sistema
mieldide). CysLTs tém sido correlacionados com a patofisiologia da asma e da
rinite alérgica. Na asma, os mediadores de leucotrienos apresentam como
efeitos, o edema respiratério, contracdo da musculatura lisa e alteracdo da
atividade celular associado ao processo inflamatdrio. Na rinite alérgica, os
CysLTs sdo liberados na mucosa nasal apds exposicdo a alérgenos
(SINGULAIR, Merck & Co., Inc; Balani et al., 1997).

O esforco para desenvolver farmacos que bloqueiam as acdes pro-
inflamatdrias dos leucotrienos produziu dois tipos de farmacos: os inibidores
da 5-lipoxigenase e os antagonistas de leucotrienos (Raffa et al., 2006).

Esses farmacos sdo eficazes e seguros quando administrados por via oral,
vantagem significativa quando comparados com a inalacao de corticosterdides.
A ampla margem de seguranca e a excelente atividade por via oral justificam
a popularidade dos antagonistas de leucotrienos para criancas (Raffa et al.,
2006).

2.4 MONTELUCASTE

O Montelucaste, € um potente inibidor seletivo reversivel do receptor
cisteinil-leucotrieno-1 (CysLT1), evitando que esses mediadores provoquem a
resposta asmatica (SINGULAIR, Merck & Co., Inc). Pode ser administrado
oralmente uma vez por dia, o que aumenta a adesao ao tratamento quando
comparado a outras terapias, o que justifica sua utilizagdo no tratamento de
adultos e criancas. E o antagonista de leucotrienos aprovado pela US Food and
Drug Administration (FDA) para tratamento de asma em criancas de 2 a 12
anos (Al-rawithi, et al., 2001; Alsarra et al., 2005).

O Montelucaste Sddico, farmaco recente no mercado mundial, encontra-
se disponivel no mercado farmacéutico no medicamento Singulair da empresa
Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda nas formas farmacéuticas de
comprimidos, comprimidos mastigaveis e granulos mastigaveis, sob protecao

patentaria até outubro do ano de 2010.
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2.4.1 Mecanismo de agao

Montelucaste é um componente que se liga com alta afinidade e
seletividade aos receptores CysLT; (em detrimento a outros importantes
receptores das vias respiratérias). O Montelucaste inibe a acao fisioldgica de
LTC4, LTD, e LTE4; no receptor CysLT; sem qualquer atividade agonista
(SINGULAIR, Merck & Co).

2.4.2 Farmacocinética do montelucaste

2.4.2.1 Absorgao

O montelucaste é rapida e quase completamente absorvido apds a
administracdo oral. A concentracao plasmatica maxima média (Cnsx) dos
comprimidos revestidos de 10mg € atingida 3horas (Tmix) apos a
administracao a adultos em jejum. A biodisponibilidade oral média é de 64%.
A biodisponibilidade oral e a Cys nao sao influenciadas por uma refeicao-
padrdo. Estudos clinicos demonstram o perfil de seguranca e a eficacia dos
comprimidos revestidos de 10mg, independentemente do horario de ingestdo
de alimentos (SINGULAIR, Merck & Co).

2.4.2.2 Distribuicao e metabolismo

A ligacao do montelucaste as proteinas plasmaticas é superior a 99%. O
volume de distribuicdo em estado de equilibrio do montelucaste é de
aproximadamente 8 a 11 litros. Estudos em ratos, que utilizaram
montelucaste marcado radioativamente, demonstraram minima distribuicao
pela barreira hematoencefdlica. Além disso, as concentracbes do material
radiomarcado, 24 horas apds a dose, foram minimas em todos os outros
tecidos. O montelucaste é amplamente metabolizado (SINGULAIR, Merck &
Co).

2.4.2.3 Eliminacao

A depuracdao plasmatica do montelucaste é de aproximadamente
45mL/min em adultos saudaveis. Apos uma dose oral de montelucaste
marcado radioativamente, 86% da radioatividade foi recuperada em coletas
fecais durante 5 dias e < 0,2% foi recuperada na urina. Considerando-se as

estimativas da biodisponibilidade oral do montelucaste, isso indica que o
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montelucaste e seus metabdlitos sdo excretados quase que exclusivamente
pela bile. Em diversos estudos, a meia vida plasmatica média do montelucaste
foi de 2,7 a 5,5 horas em jovens sauddveis. A farmacocinética do
montelucaste é quase linear para doses de até 50mg administradas por via
oral (SINGULAIR, Merck & Co).

2.4.3 Dosagem e administracgao

O montelucaste sédico na forma de comprimidos revestidos de 10mg
dose Unica apresenta-se como menor dose capaz de fazer efeito contra a
obstrucdo pulmonar na asma cronica e na broncoconstricao induzida por
exercicios. A administracdo deve ser realizada a noite, uma vez que neste
periodo se obtém nivel plasmatico maximo e mais rapido (4 a 7 horas),
coincidindo com o periodo do dia em que a manifestacdo asmatica € mais
frequente (Knorr et al., 1999; Roman, 2008).

2.4.4 Estabilidade
2.4.4.1 Estabilidade a luz

Para que uma reacao fotoquimica ocorra é necessario que a molécula
em estudo apresente maximos de absorcdo na regido de amplitude da fonte
de radiacao. Compostos contendo grupamentos como o nitrogénio e ligacdes
duplas conjugadas sdao mais sensiveis a fotélise quanto maior for o numero
destes cromoéforos na molécula, especialmente se estdo conjugados ou ocorrer
a possibilidade de interacdo entre os elétrons moveis de cada grupo
(Nudelman, 1975). O montelucaste sddico apresenta em sua estrutura quimica
grupamentos de nitrogénio e ligacdes duplas conjugadas tornando-o suscetivel
a fotolise (Roman, 2008).

Os principais subprodutos da fotodegradacao do montelucaste sao
isbmero cis, 6xido S e dehidro, sendo o isdbmero cis obtido pela conversdo do
grupo funcional trans-etinil para a forma cis sob irradiagao de luz ultravioleta
(Ochiai et al., 1998; Omari et al., 2007).

A estabilidade quimica do montelucaste em solucdo e em estado sélido
tem sido alvo de estudos, uma vez que o Montelucaste € um componente
sensivel a luz (Omari et al., 2007). O montelucaste em solucao demonstra

instabilidade quando exposto a luz, principalmente ultravioleta (UV) a 254nm,
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permitindo a formacao do seu maior subproduto de fotodegradacao, o isdmero
cis. Em pd, ou em comprimidos intactos, fora da embalagem de aluminio
original, o montelucaste sédico também apresenta instabilidade na presenca
de luz UV (Omari et al., 2007).

Em seus estudos, Omari et al. (2007) demonstraram ainda, a influéncia
do tipo de solvente na fotodegradacdo, caracterizando maior estabilidade do

montelucaste sddico quando no diluente metanol 70% em agua e meio basico.

Devido a elevada fotosensibilidade, faz-se necessario maior cuidado na
manipulacdo deste farmaco empregando vidraria @mbar e ambiente protegido

da luz, ou utilizagdo de luz neon ou luz de sédio.

2.4.4.2 Estabilidade térmica

A temperatura ndo é um fator preponderante que influencia na
estabilidade do montelucaste, como demonstrado por Omari et al. (2007) e
Roman (2008).

Omari et al. (2007) demonstraram que em estado sélido e em solucdo,
o montelucaste apresenta excelente estabilidade quando incubado a 65°C por
até 70 dias, uma vez que a porcentagem de montelucaste encontrada foi
maior que 99%, sendo encontrado apenas 0,2% do produto de degradagao
oxido S, que pode ser evitado empregando agentes antioxidantes. Roman
(2008) também demonstrou a estabilidade do montelucaste em solucao,

comprimidos triturados e intactos por até 35 dias a temperatura de 60°C.

2.5 TECNICAS EMPREGADAS NA CARACTERIZAGCAO DA SUBSTANCIA
TESTE

2.5.1 Analise térmica por calorimetria exploratoria diferencial

Calorimetria exploratdéria diferencial (DSC, Differential scanning
calorimetry) pode ser definida como uma técnica que mede as temperaturas e
o fluxo de calor associado com as transicdes dos materiais em fungao da
temperatura e do tempo. Tais medidas fornecem informagdes qualitativas e
guantitativas sobre mudancas fisicas e quimicas que envolvem processos
endotérmicos e exotérmicos ou mudancas na capacidade calorifica (Mothé e
Azevedo, 2002).
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O DSC é uma das técnicas mais empregadas para medir a temperatura
de transicdo vitrea dos diversos materiais, além de fornecer informagodes sobre
a compatibilidade da mistura entre duas ou mais substédncias, o que permite
levantar informacOes importantes para o desenvolvimento farmacotécnico
quanto a compatibilidade dos excipientes em relacdo ao ativo principal de uma
formulagao (Mothé e Azevedo, 2002).

2.5.2 Analise Térmica por TG

A termogravimetria baseia-se no estudo da variagdo de massa de uma
amostra, resultante de uma transformacdo fisica (sublimagdo, evaporacgao,
condensacdo) ou quimica (degradacao) em funcdao da temperatura ou do
tempo. Esta andlise pode agregar informagdes importantes sobre a
estabilidade térmica e a composicao da amostra original (Mothé e Azevedo,
2002).

2.5.3 Analise Quantitativa por Cromatografia Liquida de alta
Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é o tipo de cromatografia mais
versatil e amplamente utilizada. Esta técnica é empregada para separagao e
determinacdao de uma variedade de compostos organicos, inorganicos e
bioldgicos (Skoog et al., 2004; McMaster, 2007).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia emprega uma fase movel
liguida e uma fase estacionaria finamente dividida e que, para ter um fluxo
razoavel, opera a pressoes elevadas (Skoog et al., 2004).

Os equipamentos empregados para efetuar a cromatografia a liquido -

CLAE sdo os denominados cromatdgrafos a liquido (Figura 1).

Figura 1 - Cromatografo Liquido
Fonte: Disponivel em: http://www.lvc.edu/chemistry/instrumentation.aspx
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Os componentes que constituem estes equipamentos estao descritos a
seqguir (Ciola, 1998) e visualizados na figura 2:
e Reservatorio e sistema de bombeamento da fase mével
e Sistema de introdugao de amostras
e Sistema analitico — coluna cromatografica
e Sistema de deteccao

e Sistema de registro e tratamento de amostra

Injegdo da
amostra

Coluna
Fase mdvel B

Ll

Reqistrador l:]['r_—tn-?:r_-r

Figura 2 - Componentes do Cromatégrafo Liquido
Fonte: Disponivel em:
http://www.fcf.usp.br/Ensino/Graduacao/Disciplinas/Exclusivo/Inserir/Anexos/
LinkAnexos/Resumo0%?20G6.pdf

A fase moével, formada por solventes encontrados nos reservatorios, é
bombeada com o auxilio da bomba através do sistema de introducdo das
amostras até uma coluna cromatografica, situada ou ndo dentro de um
termostato. Nesta fase estacionaria (coluna) efetua-se a separagao dos
componentes da mistura de acordo com a natureza da fase movel, da fase
estacionaria e dos componentes analisados. A fase modvel sai da coluna e
passa por um sistema de detecgao, onde sao detectadas alteracdes de alguma
propriedade fisica especifica. Esta variacao é transformada num sinal elétrico,
que é registrado e tratado matematicamente por um processador conveniente.
Um grafico conhecido por cromatograma é obtido (Farmacopéia Brasileira,
1988; Ciola, 1998).

Os equipamentos mais comuns, geralmente apresentam bombas
quaterndrias, ou seja, a capacidade de bombear quatro solventes

simultaneamente, em quantidades previamente determinadas e antes de
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chegar ao sistema de introdugao de amostras os mesmos solventes sao
degaseificados pelo préprio equipamento. Todos reagentes e solventes da fase
movel sdo especiais com pureza e qualidade altas e antes de serem utilizados,
principalmente os tampdes preparados em laboratdrio, sao filtrados & vacuo
em membranas de 0,45 um. O sistema de introducao das amostras deve ser
de preferéncia automatizado, de forma que as amostras preparadas sejam
colocadas em frasco de borossilicato (vials) e o proprio aparelho mede uma
guantidade conhecida da amostra e encaminha para o sistema analitico.
(Ciola, 1998).

As colunas utilizadas podem ter diversos comprimentos, diametros,
micragem de particulas e tipo de empacotamento. A mais utilizada é coluna
com empacotamento C18 para realizagao da cromatografia em fase reversa.
Termostatos para o compartimento de colunas podem ser utilizados para
controlar a temperatura de trabalho das mesmas (Ciola, 1998; Skoog et al.,
2004).

Para a deteccao do famaco, os equipamentos utilizam com maior
freqiiéncia a técnica de espectrofotometria em ultravioleta (UV), uma vez que
a maioria dos grupos organicos funcionais absorve nesta regidao (Skoog et al.,
2004). Estes detectores geram sinais elétricos que sdo convertidos em
cromatogramas por softwares especiais, instalados em computadores. Assim
0Ss equipamentos sdao controlados via computadores e todos os calculos das
analises sao realizados pelos mesmos (Skoog et al., 2004).

Para a analise quantitativa, preparam-se solucdes amostras e padrdes
conforme a monografia individual de cada farmaco e calcula-se a
concentracdo, através da area obtida no cromatograma referente a
substancia. Este tipo de calibracdo é denominado de calibragcao externa, mas
pode-se utilizar, conforme a monografia, a calibracdo interna onde uma
substéncia de concentracdao conhecida é adicionada em quantidade constante
as solucdes amostras e padrao, desta forma o célculo para determinacao da
concentragdo leva em conta a razdo entre a area da substancia em questdo e

a area do padrdo interno (Ciola, 1998).
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2.5.4 Analise Quantitativa por Cromatografia Liquida de alta

Eficiéncia acoplada a espectrometro de massas

O espectrometro de massas (Figura 3) € um instrumento que permite
determinar a massa molar de compostos eletricamente carregados, ou ions
previamente formados. Estes ions sdo selecionados no espectrometro de
massas de acordo com a razao massa-carga (m/z) (Skoog et al., 2002; Dass,
2007).

Figura 3 - Espectrometro de massas
Fonte: Disponivel em:
http://www.kitmondo.com/category.aspx?CatID=126&catName=Mass-
Spectrometer&mfr=Applied-Biosystems

A espectrometria de massas é uma técnica analitica utilizada para
identificacdo de compostos, elucidacao estrutural de propriedades quimicas da

molécula e quantificacdo de compostos conhecidos (Skoog et al., 2002).

O acoplamento do detector de MS/MS a técnica de Cromatografia
Liquida permite que os compostos pré-separados por esta Ultima sejam
identificados e quantificados com alto grau de seletividade, sensibilidade e
confiabilidade. Com isso, os compostos presentes em amostras complexas
(ex: fluidos bioldgicos) podem ser analisados livres de interferentes,

proporcionando analises rapidas (Ardrey, 2003). Além disso, a técnica de
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espectrometria de massas apresenta elevada sensibilidade, podendo

quantificar os analitos na ordem de picogramas (Ardrey, 2003).

A espectrometria de massas pode ser apresentada em cinco etapas
principais. Sao elas: introducao das amostras, ionizacdao, separagao dos ions,
deteccao dos ions e tratamento dos dados (Ardrey, 2003). A figura 4
apresenta de maneira simplificada as etapas da andlise de espectrometria de

Mmassas.

+ Analisador
O .de massas . Detector

; |

000D
o= ™

Moléculas lonizagao

Analito Fragmentagdo .

{fase

gasosa) bl
Espectro
de massas

Figura 4 - Principio da analise por espectrometria de massas.

A ionizacdo do analito € uma das etapas cruciais para analise por
espectrometria de massas. Através da aplicacdo de forcas elétricas e
magnéticas, a energia e velocidade de espécies ibnicas podem ser controladas,
auxiliando na separacao e deteccao (Dass, 2007). A espectrometria de massas
com ionizagao ElectroSpray foi introduzida por Yamashita e Fenn, em 1984. A
ionizagao por ElectroSpray nao é, na realidade um processo de ionizacdo, mas
um processo de transferéncia de ions em solugdo para a fase gasosa. A
ionizagao por ElectroSpray gera ions através de um aerosol da solucao (100%
aquosa ou 100% organica), aplicando uma carga voltaica através de uma
sonda. Uma vez formado o spray do solvente contendo os compostos i0nicos,
estas gotas sdao rapidamente desolvatadas pela adicdo de um aquecimento ou
banho de gas. A medida que o solvente evapora os ions presentes nesta “gota

carregada’” sdao ejetados. Os ions sdo guiados por forca eletrostatica para o
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orificio de entrada do analisador de massas, possibilitando as etapas seguintes

de fragmentacao, deteccdo e analise dos dados (Cole, 1997; Dass, 2007).

2.6 VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS

De acordo com o Guia para Validacao de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos, Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, a
validacdo analitica deve garantir, por meio de estudos experimentais em
laboratério, que o método a ser utilizado atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas na qual serd submetido, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, precisao,
exatidao, limite de deteccao e quantificacdo, robustez e estabilidade

adequados a analise.

2.6.1 Especificidade e Seletividade
a) Conceito/ Objetivo

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenga de outros componentes como impurezas, produtos de
degradacao e componentes da matriz (Brasil, 2003).

Para anadlise quantitativa, a especificidade pode ser determinada pela
comparacao dos resultados obtidos de amostras contendo apenas os
excipientes do medicamento (placebo), com os resultados obtidos da solugao
do analito (padrao). Caso o método seja destinado a quantificacdo de mais de
um farmaco, devem ser analisados separadamente para determinar e
assegurar que impurezas de um farmaco nao interfiram na analise do outro
(Brasil, 2003; ICH, 2005; Leite, 2002).

b) Critério de Aceitacao
A amostra de placebo ndao deve apresentar valor superior a 2%,

calculado em relagao ao padrao.

2.6.2 Linearidade (Curva de Calibracao)

a) Conceito/ Objetivo
E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os

resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
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amostra, dentro do intervalo especificado conforme quadro 1 (Brasil, 2003;

ICH, 2005).

Quadro 1 - Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos
no intervalo de linearidade para alguns métodos analiticos.

Ensaio

Alcance

Determinagao quantitativa
do analito em matérias-
primas ou em formas
farmacéuticas

De 80% a 120% da concentracgao tedrica do teste

Determinacgao de
impurezas

Do nivel de impureza esperado até 120% do limite
maximo especificado. Quando apresentarem
importancia toxicoldgica ou efeitos farmacoldgicos
inesperados, os limites de quantificacao e
deteccdo devem ser adequados as quantidades de
impurezas a serem controladas

Uniformidade de conteudo

De 70% a 130% da concentracao tedrica do teste

Ensaio de Dissolugao

De £20% sobre o valor especificado para o
intervalo. Caso a especificagao para a dissolugao
envolva mais que um tempo, o alcance do método
deve incluir -20% sobre o menor valor e +20%
sobre o maior valor.

Fonte: Brasil, 2003

b) Critério de Aceitacao

Valor minimo aceitavel para coeficiente de correlacdo de 0,99 (Brasil,

2003).

2.6.3 Precisao

a) Conceito/ Objetivo

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em

uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra.

A repetibilidade do método é determinada com o mesmo analista e mesma

instrumentacdo (precisdo intra-corrida). Determina-se também a precisao

intermediaria através de analises em dias diferentes com analistas diferentes

(precisdo intermediaria, inter-corridas).
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A precisao pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou

coeficiente de variagdao (CV%), segundo a formula:

DP
DPR =

x 100
CMD

em que, DP é o desvio padrao e CMD, a concentracdo média determinada
(Brasil, 2003; ICH, 2005).

b) Critério de Aceitacao
DPR nao superior a 5% (Brasil, 2003).

2.6.4 Exatidao

a) Conceito/ Objetivo

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro.

A exatidao do método deve ser determinada apds o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo. E expressa pela
relagdo entre a concentragdo média determinada experimentalmente e a

concentracdo teorica correspondente (Brasil, 2003; ICH, 2005).

o concentracao média experimental
Exatidao = — — x 100
concentragao tedrica

b) Critério de Aceitacao
A Exatiddao deve estar entre 95,0% a 105,0% para teor, uniformidade e

dissolugao.

2.6.5 Limite de Detecgao
a) Conceito/ Objetivo

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado,

sob as condicdes experimentais estabelecidas (Brasil, 2003; ICH, 2005).
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b) Critério de Aceitacao

No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorcdao atdmica), a
estimativa do limite de deteccao pode ser feita com base na relagao de 3
vezes o ruido da linha de base (Brasil, 2003; ICH, 2005).

2.6.6 Limite de Quantificacao
a) Conceito/ Objetivo

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas (Brasil, 2003; ICH, 2005).

b) Critério de Aceitacao
A variagdao permitida para aprovagao do limite de quantificacao deve ter
exatidao de 95 a 105% e DPR nao superior a 5,0%.

2.6.7 Robustez
a) Conceito/ Objetivo

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica
sua confianca durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a
avaliacdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as
variagdes nas condicdes analiticas, estas deverao ser controladas e precaugoes

devem ser incluidas no procedimento (Brasil, 2003; ICH, 2005).

b) Critério de Aceitacao
Nao ha parametro legal estabelecido para avaliacao dos resultados, neste
trabalho sera estabelecido para aprovacao exatiddo de 95 a 105% e precisao

nao superior a 5,0%.

2.6.8 Estabilidade da amostra
a) Conceito/Objetivo

O ensaio de estabilidade verifica as caracteristicas dos analitos nas
amostras solubilizadas até a realizagcdo da analise, detectando a formacdo de

degradantes e subprodutos que possam interferir nos resultados da analise.



26

b) Critério de aceitacao
Sdo consideradas estaveis as amostras que apresentam uma variagdo

de no maximo 5,0% em relacdo as amostras padrao recentes.

2.7 VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

A validacdo de métodos bioanaliticos deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
precisdao, exatiddo, linearidade, limite de deteccao e limite de quantificagao,
especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperacao adequadas a
analise (Brasil, 2003).

Para os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia deve-se
utilizar padrao interno, sempre que métodos cromatograficos forem utilizados
(Brasil, 2003).

2.7.1 Especificidade
a) Conceito/Objetivo

O teste de especificidade verifica a habilidade do método bioanalitico de
medir e diferenciar o analito de componentes que possam estar presentes na
amostra, tais como metabdlitos, impurezas, compostos de degradacao ou
componentes da matriz.

Caso o método seja destinado a quantificacdo de mais de um farmaco,
cada um deve ser injetado separadamente para determinar os tempos de
eluicdo individuais e assegurar que impurezas de um farmaco nao interfiram
na analise do outro (Brasil, 2003; ICH, 2005).

b) Critério de aceitacao

A resposta de picos interferentes no tempo de eluicdo do farmaco deve
ser inferior a 20% da resposta do limite inferior de quantificacdo (LIQ). A
resposta de picos interferentes no tempo de eluigao do padrao interno deve

ser inferior a 5% da resposta na concentracao utilizada (Brasil, 2003).
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2.7.2 Linearidade (Curva de Calibracao)
a) Conceito/ Objetivo

A curva de calibragdao representa a relacdo entre a resposta do
instrumento e a concentragao conhecida do analito. Deve-se gerar uma curva
de calibracdo para cada farmaco e corrida analitica, a qual sera usada para
calcular a concentracdao do farmaco nas amostras, utilizando-se a mesma

matriz bioldgica proposta para o estudo (Brasil, 2003; ICH, 2005).

b) Critério de Aceitacao (Brasil, 2003)

O desvio deve ser menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relagao a
concentragao nominal para o LIQ;

O desvio deve ser menor ou igual a 15 % (quinze por cento) em relacao
a concentracdao nominal para as outras concentracdes da curva de calibragao;

No minimo quatro de seis concentragdes da curva de calibracdo devem
cumprir com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da
curva de calibragao;

O coeficiente de correlacao linear deve ser igual ou superior a 0,98.

2.7.3 Precisao
a) Conceito/ Objetivo

A precisao representa o grau de repetibilidade entre os resultados de
analises individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa
mesma amostra homogénea, em idénticas condicdes de ensaio. A
concordancia entre os resultados é determinada dentro de um curto periodo
de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdao (precisao intra-
corrida). Determina-se também a precisdo intermediaria através da
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes (inter-corridas).

A precisao pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou

coeficiente de variagao (CV%), segundo a formula:

DPR = x 100

CMD

em que, DP é o desvio padrdao e CMD, a concentracdo média determinada
(Brasil, 2003).
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b) Critério de Aceitacgao

O valor maximo aceitdvel deve ser definido de acordo com a
metodologia empregada, a concentracao do analito na amostra, o tipo de
matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 15%,
exceto para o LIQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%
(Brasil, 2003).

2.7.4 Exatidao

a) Conceito/ Objetivo

A exatiddo de um método bioanalitico representa o grau de
concordancia entre os resultados individuais encontrados e um valor aceito
como referéncia.

A exatiddo deve ser determinada em uma mesma corrida analitica
(exatiddo intra-corrida) e em corridas diferentes (exatidao inter-corridas).

A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente
(Brasil, 2003):

o concentracao média experimental
Exatidao = — — X 100
concentragao teorica

b) Critério de Aceitacao
O desvio nao deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificagao,

para o qual se admite desvios menores ou iguais a 20%.

2.7.5 Limite de Deteccao (LD)
a) Conceito/ Objetivo
E a menor concentracdo de um analito que o procedimento bioanalitico

consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo. (Brasil, 2003).

b) Critério de Aceitacao
Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de

base.
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2.7.6 Limite Inferior de Quantificacao (LIQ)
a) Conceito/ Objetivo

Limite inferior de quantificacdo é a menor concentracdao do analito
presente em uma amostra que pode ser determinado quantitativamente, com

precisao e exatidao aceitaveis (Brasil, 2003).

b) Critério de Aceitacao
O LIQ deve ser no minimo, cinco vezes superior a qualquer interferéncia

da amostra branco no tempo de eluicdo do farmaco.

2.7.7 Limite Superior de Quantificacao (LSQ)
a) Conceito/ Objetivo
Maior quantidade de um analito numa amostra que pode ser

determinada quantitativamente com precisao e exatidao (Brasil, 2003).

b) Critério de Aceitacao
O LSQ deve ser no minimo 120% do valor esperado para concentragao

maxima (Cmax). Sendo o Cmax baseado na literatura.

2.7.8 Recuperagao
a) Conceito/ Objetivo

E a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método analitico.
Porcentagens de recuperagao do analito e do padrdo interno préximos a 100%
sdao desejaveis, porém, admitem-se valores menores, desde que a
recuperacao seja precisa e exata.

Este teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de
amostras extraidas a partir de trés concentragdes (baixa, média e alta),
contemplando a faixa de linearidade do método, com os resultados obtidos
com solucdes padrao ndo extraidas, que representam 100% de recuperacdo
(Brasil, 2003).

2.7.9 Estabilidade

Para a realizacao do estudo de estabilidade devem ser observados os
parametros de exatiddo, precisdo, linearidade, limite de detecgao, limite de

quantificacao, especificidade e limite de variagao, previamente validados. A
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estabilidade do farmaco em liquidos biolégicos depende de suas propriedades
quimicas, da matriz biolédgica e do material de acondicionamento utilizado. A
estabilidade determinada para um tipo de matriz e de material de
acondicionamento especifico ndo pode ser extrapolada para outros (Brasil,
2003).

As condicoes de realizacdo dos ensaios de estabilidade devem
reproduzir as reais condicdes de manuseio e analise das amostras. Deve ser
avaliada a estabilidade do analito durante a coleta e manuseio da amostra,
apds armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta duracao (a
temperatura ambiente), apds ciclos de congelamento e descongelamento e
nas condicdes de analise. Deve-se incluir também avaliacao da estabilidade do
analito nas solugbes-padrao, preparadas com solvente apropriado em
concentracdes conhecidas. As determinacOes de estabilidade devem utilizar
um conjunto de amostras, preparadas a partir de uma solugao estoque
recente do farmaco em analise, adicionado a matriz bioldgica isenta de

interferéncia (Brasil, 2003).

2.7.9.1 Estabilidade apods ciclos de congelamento e descongelamento
(ECCD)

Deve-se testar a estabilidade do farmaco apds trés ciclos de
congelamento e descongelamento, utilizando-se, no minimo, trés amostras
das concentracdes baixa e alta determinadas na validacdo do método
analitico, nas seguintes condicbes: as amostras devem ser congeladas a
temperatura indicada para o armazenamento e mantidas por 24 horas, sendo
entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando
completamente descongeladas, as amostras devem ser novamente congeladas
a temperatura indicada para o armazenamento, por 12 a 24 horas e, assim
sucessivamente, até contemplar os trés ciclos, quantificando-se o farmaco nas
amostras apods o terceiro ciclo. Os resultados devem ser comparados com

aqueles obtidos da analise das amostras recém-preparadas (Brasil, 2003).

2.7.9.2 Estabilidade de curta duracao (ECD)
Para verificacdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo, trés

amostras das concentracdes baixa e alta determinadas na validagao do
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método analitico. Cada uma delas devera permanecer a temperatura ambiente
de 4 (quatro) a 24 (vinte e quatro) horas (baseado no tempo em que as
amostras do estudo serdo mantidas a temperatura ambiente) e analisadas. Os
resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da andlise das

amostras recém-preparadas (Brasil, 2003).

2.7.9.3 Estabilidade de longa duracao (ELD)

O tempo de armazenamento para o estudo de estabilidade de longa
duragao deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da
primeira amostra e a andlise da Ultima, de acordo com o cronograma
apresentado no protocolo de estudo de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia.

Para verificacdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo, trés
amostras das concentracdes baixa e alta determinadas na validagao do
método analitico. As concentracdes de todas as amostras de estabilidade
devem ser comparadas com a média dos valores anteriormente calculados

para as amostras do primeiro dia do teste (Brasil, 2003).

2.7.9.4 Estabilidade pos-processamento (EPP)

Em caso de utilizagdo de equipamentos que empregam sistemas
automaticos de amostragem/injecao, deve-se realizar estudo de estabilidade
do farmaco, na amostra processada para analise, incluindo o padrdo interno,
na temperatura sob a qual o teste sera realizado e por periodo de tempo
superior a duracdo da corrida analitica. Utiliza-se, no minimo, trés amostras
das concentracdes baixa e alta determinadas na validacdo do método
analitico. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise

das amostras recém-preparadas (Brasil, 2003).

2.7.9.5 Estabilidade das solucdes padrao

Deve ser avaliada a estabilidade das solugdes-padrdao do farmaco e do
padrdo interno, mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 6 (seis)
horas apds preparagao.

Em caso de tais solugbes serem armazenadas sob refrigeracao ou
congelamento, a estabilidade também deve ser avaliada, contemplando a

temperatura e o periodo de armazenamento das mesmas.
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Os resultados desse teste devem ser comparados com aqueles obtidos
utilizando-se solugdes recentemente preparadas do farmaco e do padrao
interno (Brasil, 2003).

2.7.9.6 Critério de aceitacao
As amostras serdao consideradas estaveis quando nao se observar desvio
superior a 15% do valor obtido das amostras recém-preparadas, com excecao

do LIQ, para o qual se aceita desvio de até 20%.

2.8 FARMACOTECNICA DE COMPRIMIDOS

Comprimidos sdao formas farmacéuticas sodlidas, geralmente preparados
com o auxilio de adjuvantes farmacéuticos. Eles podem variar em tamanho,
forma, peso, dureza, espessura, em caracteristicas de desintegracao e
dissolugdo e em outros aspectos dependendo de sua finalidade de uso e
método de fabricacdao (Ansel et al., 2007).

Os comprimidos representam mais de 80% das formas farmacéuticas
administradas ao homem. A facilidade de producdo, a conveniéncia de
administracao oral e sua estabilidade quando comparada a de um liquido ou
semi-sélido sdao algumas das razdoes da grande utilizacdo de comprimidos
(Jivraj et al., 2000).

2.8.1 Producao de comprimidos

Os comprimidos sao obtidos por meio de trés técnicas basicas:
granulagao por via Umida, granulacao por via seca e compressao direta (Prista
et al., 1995; Lachman et al., 2001; Ansel et al., 2007).

A granulagao por via umida consiste em quatro etapas: o umedecimento
dos pds, a granulacdo da massa Umida, a secagem do granulado obtido e a
calibracao do granulado seco em graos de tamanho uniforme. Na etapa de
umedecimento um agente aglutinante na forma de solugao é adicionado a
mistura de p6s promovendo a formacdo de uma pasta. Esta pasta é passada
por um tamis ou placa perfurada obtendo-se varios granulos que sao
submetidos ao processo de secagem. Apds a secagem, os granulos sdo
calibrados pela passagem através de tamises, o lubrificante é adicionado, uma

nova mistura é executada e, finalmente realiza-se a compressao. Dentre as
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limitacdes da técnica de granulagdo por via Umida estdo a impossibilidade de
fabricacdo de comprimidos contendo substancias termoldbeis ou facilmente
hidrolisaveis, a suscetibilidade a contaminagdes devido ao grande numero de
etapas, o elevado custo de producdao pela necessidade de possuir varios
equipamentos diferentes e de utilizar grande quantidade de energia elétrica
para secagem (Prista et al., 1995; Lachman et al., 2001; Ansel et al., 2007).

A granulagdo por via seca € um método de obtengdo de comprimidos em
que ndo se utiliza solugao aglutinante. Os pds sdo misturados e submetidos a
um processo de compactagdo em compressoras ou rolos compactadores. O
material compactado é fragmentado em moinhos e tamisado, obtendo-se
granulos de tamanho definido. O Ilubrificante é adicionado e a mistura é
comprimida. O processo de granulacdo a seco permite a preparacao rapida de
comprimidos, uma vez que ndo € necessaria a etapa de secagem como na
granulacao Umida. Sua principal utilizacdo é na fabricacdo de comprimidos
contendo substancias higroscdpicas, termolabeis ou de substancias que sofrem
alteracao na presenca de umidade (Prista et al., 1995; Lachman et al., 2001;
Ansel et al., 2007).

A compressao direta € uma técnica muito utilizada na producdo de
comprimidos e consiste no processo ideal para produgao em escala industrial
de medicamentos. E composta por trés etapas: a pesagem dos pds que
compdem a formulagao, a mistura destes e a compressao (Prista et al., 1995;
Lachman et al., 2001; Ansel et al., 2007).

Entre suas vantagens estao a redugcao no tempo de fabricagao o que
acarreta em elevada produtividade, a eliminacdo de varias etapas de processo
reduzindo a probabilidade de contaminagao cruzada, a redugao do consumo de
energia e a reducdo do custo final do produto, uma vez que requer area fisica
menor e menor numero de equipamentos e mao-de-obra, ja que envolve
somente trés etapas (Prista et al., 1995; Lachman et al., 2001; Ansel et al.,
2007).

Além das vantagens ja mencionadas, a compressao direta permite
melhor estabilidade dos componentes da formulacdo quando comparados aos
procedimentos que incluem granulagao via Umida, uma vez que ndo ha adicao

de solugdo aglutinante e aquecimento (secagem) durante a produgdao, sendo



desta forma considerada adequada para substancias termolabeis e
higroscépicas (Martinello, 2005).

Outra vantagem da compressdo direta consiste na otimizacdo da
desintegracdo do comprimido, onde cada particula do farmaco é liberada da
massa do comprimido e fica disponivel para a dissolugao (Shangraw, 1989).

Todavia, existem exigéncias que limitam sua ampla aplicacdo. Numero
reduzido de farmacos pode ser transformado em comprimidos sem sofrer
quaisquer processamentos. A principal limitacao consiste em utilizar somente
30% ou menos do principio ativo, ndo sendo indicado para farmacos de baixo
escoamento e segregacao (Jivraj et al., 2000). A figura 5 apresenta

equipamentos utilizados na compressao direta.

Figura 5 - Equipamentos utilizados na compressao direta: (a) misturador em
“V”, (b) e (c) compressora.

2.8.2 Adjuvantes Farmacéuticos

A maioria das substancias ativas pulverizadas necessita da adicao de
adjuvantes farmacéuticos, a fim de que as caracteristicas necessarias para a
producao e uso de comprimidos sejam obtidas (Ansel et al., 2007). O sucesso
do desenvolvimento e planejamento de um comprimido obtido por compressao
direta se da principalmente pela correta escolha dos excipientes ou
adjuvantes. Estes adjuvantes podem ser classificados de acordo com sua
funcgdo na formulagdo como por exemplo diluentes, aglutinantes,

desintegrantes, lubrificantes e agentes molhantes.
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2.8.2.1 Diluentes ou materiais de enchimento

Aumentam o volume da formulacao para a preparacao de comprimidos
de tamanho adequado, ou seja, sao produtos quimicamente inertes e estaveis
adicionados a formulagdao para originarem comprimidos de peso conveniente
nos casos de substancias ativas em pequenas dosagens. Por exemplo: lactose,
misturas de amido de milho e acguUcar invertido, celulose microcristalina,
maltose cristalina e fosfato de sdédio (Sheth, 1980; Prista et al., 1995;
Lachman et al., 2001; Ansel et al., 2007).

2.8.2.2 Aglutinantes

Promovem a adesdo das particulas dos pds, permitindo a preparacdo de
granulos e a manutencao da integridade do produto final (Ansel et al., 2007).
Os excipientes aglutinantes devem apresentar certas caracteristicas como boa
compactagdo, para que os comprimidos estejam de acordo com os
requerimentos de dureza e friabilidade, bom fluxo para atender as
especificacoes de uniformidade de conteldo, serem quimicamente inertes para
nao interagir com outras substdncias e estaveis para atender ao prazo de
validade estabelecido (Eissens et al., 2002). Deve-se empregar pequenas
quantidades de aglutinante, visto que estas substancias se opbdem a
desagregacao dos comprimidos. Por exemplo: agucares (sacarose em po ou
xarope, glucose, lactose), amidos, goma arabica, goma adraganta, gelatina
(solucdo aquosa de 2 a 4%), PVP (solucao alcodlica de 10 a 30%), pectina
(solucao aquosa 5%), derivados de celulose (CMC 1%, MC 400 2 a 5%,
etilcelulose solugao alcdolica de 2 a 4%), parafina, acido estearico, manteiga
de cacau e PEG 4000 e 6000.

2.8.2.3 Desintegrantes

Promovem a desagregacao dos comprimidos, apds a administracdo em
particulas menores para tornar o farmaco mais disponivel, ou seja, sao
adicionados a formulacdo para proporcionar a quebra da forma farmacéutica
quando na presenca de agua. Compreendem um grupo de materiais, que em
contato com agua, intumescem, hidratam, mudam de volume, posicdo ou

reagem quimicamente. Por exemplo: Croscarmelose, amido para compressao
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direta, carboximetilamido, carboximetilcelulose e polivinilpirrolidona (Sheth,
1980; Prista et al., 1995; Lachman et al., 2001; Ansel et al., 2007).

2.8.2.4 Lubrificantes: antiaderentes e deslizantes

Melhoram o fluxo dos pds e granulos para a matriz, minimizam o
desgaste das matrizes e pungdes, previnem a aderéncia dos materiais
particulados nas matrizes e puncgdes e conferem brilho aos comprimidos.
Podem ser divididos em duas categorias: lubrificantes hidrofobos
(antiaderentes) e lubrificantes hidrofilicos ou soluveis (deslizantes) (Sheth,
1980; Prista et al., 1995; Lachman et al., 2001; Ansel et al., 2007).

Os lubrificantes sdo adicionados as formulacdes com a finalidade de
reduzir a friccdo do granulado ou da mistura de pds com as paredes da matriz
e com a superficie dos puncgdes, permitindo uma facil ejecdo dos comprimidos,
por exemplo: estearato de magnésio (Sheth, 1980; Prista et al., 1995).

Os deslizantes sdo adicionados a formulagcdo para melhorar as
propriedades de fluxo, pela redugao da friccao interparticular facilitando o
enchimento da matriz da maquina de compressdo, por exemplo: didxido de
silicio (Sheth, 1980; Prista et al., 1995).

O tamanho das particulas, bem como o tipo e tempo da mistura dos
lubrificantes e deslizantes nas formulagbes sao fatores importantes na

utilizacao destes adjuvantes.

2.8.2.5 Molhantes

Substancias capazes de reduzir a tensdo superficial na interface
solido/liquido. Age diminuindo o angulo de contato entre a dgua e as particulas
sOlidas, aumentando a molhabilidade das particulas. Apresentam propriedades
tensoativas. Por exemplo: lauril sulfato de sdédio, sais de trietanolamina e
polissorbato 80 (Sheth, 1980; Prista et al., 1995; Ferreira, 2006).

2.8.3 Comprimidos Revestidos

Os comprimidos sao revestidos por varias razbes: para proteger a
substancia ativa contra a exposicdao destrutiva do ar e/ou umidade e/ou luz,
mascarar o sabor do farmaco, obter perfis de liberacao modificados (por
exemplo revestimento entérico), e proporcionar qualidades estéticas e

diferenciadas ao produto, entre outras fungdes (Prista et al., 1995).
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O mercado oferece uma vasta gama de produtos de revestimento, muitos
dos quais podem ser formulados especialmente para a funcao pretendida, quer
liberagao imediata ou liberagao controlada.

Uma vasta selecao de formulagdes com misturas de polimeros permite
caracteristicas benéficas para formulacdes sélidas de dose oral, entre elas:
tempo reduzido do processo de revestimento, adesao superior da cor em
superficies dificeis, menor estresse em condicdes que envolvem calor (Prista et
al., 1995; Sheth, 1980).

2.9 ESTABILIDADE DE COMPRIMIDOS

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais
como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao préprio produto
como propriedades fisicas e quimicas de substéncias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacao,
tipo e propriedades dos materiais da embalagem (ICH, 2003; Brasil, 2005b).
A realizacdo dos ensaios de estabilidade de produtos farmacéuticos permitem
prever, determinar ou acompanhar o seu prazo de validade (ICH, 2003; Brasil,
2005b).

O prazo de validade de um produto a ser comercializado no Brasil é
determinado por um estudo de estabilidade de longa duragao. Por ocasidao do
registro podera ser concedido um prazo de validade provisério de 24 meses se
aprovado o relatério de estudo de estabilidade de longa duracao de 12 meses
ou relatdrio de estudo de estabilidade acelerado de 6 meses acompanhado dos
resultados preliminares do estudo de longa duragao (Brasil, 2005b).

Com a globalizagdo, evidenciou-se a necessidade de padronizagdao das
condicdes experimentais da conducdao dos ensaios de estabilidade. Os
pardmetros definidos pela legislacdo brasileira conforme resolugdo n°1 de 29
de julho de 2005 para formas farmacéuticas sélidas estdo apresentados no

quadro 2.



38

Quadro 2 - Parametros de estabilidade

Forma Condicao de |Embalagem |[Temperatura e|Temperatura e
Farmacéutica|armazenamento umidade umidade Longa
* Acelerado =+ Duracao ==
Semi- 400C = 20C/ 300C £ 20C/
Sélido 15°C -30°C ermeavel 75% UR =+ 75% UR %=
P 5% UR 5% UR
Sélido 15°C -30°C Impermeavel| 40°C + 20°C 300C £ 20C

Fonte: Brasil, 2005b

* Qualquer recomendagao de armazenamento em temperatura dentro destas
faixas deve constar de bulas e rétulos. A temperatura recomendada nao exime
de que os testes de estabilidade sejam realizados com as temperaturas
definidas nas duas ultimas colunas da tabela.

** Os valores de temperatura e umidade sdao fixos e as variagdes sao
inerentes as oscilacbes esperadas pela céamara climatica e por eventuais
aberturas para retirada ou colocagao de material.

2.9.1 Estudo de Estabilidade Acelerado

Estudo projetado para acelerar a degradacdao quimica e/ou mudancgas
fisicas de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de armazenamento.
Os dados assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de
longa duracdao, podem ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos
prolongados em condigdes nao aceleradas e para avaliar o impacto de curtas
exposicoes a condicdes fora daquelas estabelecidas no rétulo do produto, que

podem ocorrer durante o transporte (Brasil, 2005b).

2.9.2 Estudo de Estabilidade de Acompanhamento ou Intermediaria

Estudo realizado para verificar que o produto farmacéutico mantém suas
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, e microbioldégicas conforme os
resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duracao (Brasil,
2005b).

2.9.3 Estudo de Estabilidade de Longa Duracgao

Estudo projetado para verificagdo das caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico durante e,

opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados sao
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usados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as

condicdes de armazenamento (Brasil, 2005b).

2.10 EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

Segundo a resolucao RE n° 310, de 01 de setembro de 2004, o estudo de
equivaléncia farmacéutica deve ser realizado entre o medicamento teste e o
medicamento referéncia comercializado no pais por laboratérios devidamente
autorizados pela Anvisa para essas finalidades, pertencente a Rede Brasileira
de Laboratdrios Analiticos em Saude (Reblas).

O medicamento de referéncia deve cumprir com todos os requisitos
farmacopéicos. O medicamento teste deve cumprir em sua totalidade com os
requisitos farmacopéicos da monografia individual, inscrita na Farmacopéia
Brasileira. No caso de utilizacdo de algum outro cddigo autorizado pela
legislacdo vigente, os requisitos farmacopéicos da monografia devem ser
complementados com os ensaios descritos em métodos gerais da Farmacopéia
Brasileira vigente, para a forma farmacéutica em estudo. Na falta de
monografia farmacopéica oficial, o estudo deve ser realizado utilizando-se
método fornecido pela empresa solicitante, validado parcialmente pelo
laboratério executor do estudo, complementando-se com os ensaios descritos
em métodos gerais da Farmacopéia Brasileira vigente (Brasil, 2004).

Os ensaios para a comprovacao da equivaléncia farmacéutica devem ser
realizados, simultaneamente, nos medicamentos teste e referéncia.

Os estudos de perfis de dissolucao devem utilizar o mesmo método de
dissolucdo empregado no estudo de equivaléncia farmacéutica. No caso da
inexisténcia de método de dissolugao farmacopéico, os perfis de dissolugao
devem ser realizados em, pelo menos, trés meios de dissolucao diferentes,
dentro da faixa de pH fisiolégico. A apresentacao dos perfis de dissolucdo em
trés meios podera ser dispensada quando comprovado que o método proposto
para analise é o mais adequado para o produto. Esse procedimento também
pode ser adotado nos casos em que o método de dissolucao presente na(s)
farmacopéia(s) ndao é adequado para o produto, desde que devidamente
justificado (Brasil, 2004).

Na Equivaléncia farmacéutica sao realizados ensaios conforme a forma

farmacéutica, como descrito de uma maneira geral no quadro 3:
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Quadro 3 - Ensaios realizados na Equivaléncia Farmacéutica de acordo com a
forma farmacéutica

Comprimido, Xarope,
.. Creme, "
) comprimido suspensao L
Ensaios ) pomada e » Gotas Injetaveis
revestido e | e solucao
. ge
capsula oral
Teor X X X X X
Teor por gota -- -- -- X --
Contagem de - - - X -
gotas
Dissolucgdo X -- * -- --
Descricao X X X X X
Identificagao X X X X X
Volume médio -- -- X X X
Peso médio X X -- -- --
Perfil de X - * - -
dissolucao
Uniformidade X -- ok -- --
Substancias X X X X X
Relacionadas
Contagem total
de Kok X X X --
Microrganismos . X X X X
Bolores e
Leveduras
Patogenos -- X X X X
Esterilidade -- -- -- -- X
LAL (Pirogénio N N N N X
in vitro)

Fonte: Brasil, 2004; Brasil, 2010.

*Produtos em suspensdo necessitam do ensaio de dissolugao e perfil de dissolucao.
**Produtos em dose Unica necessitam do ensaio de uniformidade.

***Algumas monografias solicitam a realizagdo do ensaio de contagem de
microrganismos para comprimidos e capsulas.
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2.11 BIOEQUIVALENCIA FARMACEUTICA

Conforme a Resolucao RE 1.170 de 19 de abril de 2006, os estudos de
Biodisponibilidade Relativa/Bioequivaléncia compreendem as etapas clinica,
analitica e estatistica.

Na etapa clinica algumas consideracdoes devem ser levantadas: os
medicamentos teste e referéncia a serem submetidos ao estudo de
bioequivaléncia deverdo ser previamente aprovados como equivalentes
farmacéuticos, apresentando diferenca no doseamento ndao superior a 5%
(Brasil, 2006).

O estudo é realizado por quantificacdo do farmaco em fluidos bioldégicos
(sangue total, plasma ou urina). O cronograma de coleta das amostras devera
garantir a adequada caracterizacdo do perfil plasmatico do farmaco ou
metabdlito (concentracdo versus tempo), contemplando um tempo igual ou
superior a 3 a 5 vezes a meia vida de eliminagao dos mesmos (Brasil, 2006).

O desenho do estudo é delineado e os voluntarios sadios recebem os
medicamentos teste e referéncia em ocasides separadas, em esquema de dose
Unica. Anteriormente ao estudo os voluntarios sao submetidos a consulta
médica e completa avaliacdo bioquimica e hematoldgica pré e pds estudo
(Brasil, 2006).

O projeto de pesquisa, o protocolo experimental e o termo de
consentimento livre e esclarecido sdo submetidos e aprovados por um Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) credenciado no Comité Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Saude/MS (Brasil, 2006).

A etapa analitica é realizada segundo as normas internacionais de Boas
Praticas de Laboratério (BPL) e conforme o Guia para Validacdo de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos (Brasil, 2006).

Na etapa estatistica os parametros farmacocinéticos sao estimados das
curvas de concentragdo plasmatica do farmaco no decorrer do tempo. Para
fins de bioequivaléncia, considera-se darea sobre a curva (ASCy:) e
concentracdo maxima (Cmax) (Brasil, 2006).

Dois medicamentos (teste e referéncia) sdao considerados bioequivalentes
se 0s valores extremos dos intervalos com 90% de confianga (IC) obtidos para
a razao das médias geométricas de ambos os parametros estiverem

compreendidos entre 80% e 125%. Outros limites para IC com 90% de
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confianca para Cmax, previamente estabelecidos no protocolo, poderao ser
aceitos mediante justificativas cientificas. Quando clinicamente relevante

Tmax devera também ser considerado (Brasil, 2006).
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3 OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento farmacotécnico e analitico de comprimidos revestidos

de montelucaste sodico visando a obtencdao de equivaléncia e bioequivaléncia

com o medicamento referéncia de mercado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar caracterizacdo fisico-quimica do farmaco Montelucaste
Sadico;

Desenvolver metodologia analitica para ensaios quantitativos da
matéria-prima e controle de qualidade dos medicamentos
desenvolvidos;

Validar a metodologia analitica;

Desenvolver metodologia bioanalitica para ensaio quantitativo do
montelucaste em amostras bioldgicas;

Validar a metodologia bioanalitica;

Realizar desenvolvimento farmacotécnico dos comprimidos por
compressao direta;

Realizar estudo de estabilidade das formulagdes;

Realizar estudo de equivaléncia farmacéutica;

Realizar estudo de bioequivaléncia.



4 MATERIAIS

Retirado do exemplar devido a confidencialidade dos dados.

5 METODOS

Retirado do exemplar devido a confidencialidade dos dados.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Retirado do exemplar devido a confidencialidade dos dados.
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7 CONCLUSOES

/7
0.0

A caracterizagdo fisico-quimica do farmaco montelucaste e do
medicamento referéncia Singulair® comprimidos revestidos 10mg
foram determinantes para a selecdo dos parametros a serem avaliados

nas formulacdes desenvolvidas.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi satisfatéria para
determinagcao quantitativa de teor e dissolugao de comprimidos de

montelucaste e atendem aos requisitos de Boas Praticas de Laboratério.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas e a utilizacao da loratadina como padrao
interno foram satisfatérias para a determinacdo quantitativa de

montelucaste em plasma.

Os métodos analitico e bioanalitico desenvolvidos foram validados
apresentando especificidade, seletividade, linearidade, precisao,

exatidao, robustez e estabilidade.

O desenvolvimento farmacotécnico associado ao controle de qualidade
permitiu direcionamento para produgao de um medicamento com

caracteristicas proximas ao medicamento de referéncia;

Os ensaios de estabilidade foram determinantes para assegurar a
gualidade das formulacdes desenvolvidas mesmo em condicdes de

estresse.

A formulacdao desenvolvida (comprimidos revestidos de 10mg de
Montelucaste) foi equivalente ao medicamento referéncia de mercado
Singulair® 10 mg comprimidos revestidos da empresa Merck Sharp &

Dohme Farmacéutica Ltda.
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% A formulagao desenvolvida (comprimidos revestidos de 10mg de
Montelucaste) foi bioequivalente ao medicamento referéncia de mercado
Singulair® 10 mg comprimidos revestidos da empresa Merck Sharp &

Dohme Farmacéutica Ltda em condicao de jejum.

% A razao de aproximadamente 100% obtida na comparacao de
parametros farmacocinéticos entre os medicamentos teste e referéncia

demonstrou a acertividade da formulacao desenvolvida.
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