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RESUMO

Neste trabalho os farmacos anti-hipertensivos captopril e hidroclorotiazida foram alvo
de estudo por duas abordagens: (a) analitica, com o objetivo de desenvolver e
validar método por CLAE-DAD para sua determinacdo e de seus compostos
relacionados simultaneamente em comprimidos e (b) do ponto de vista do controle
de qualidade com o objetivo de avaliar a equivaléncia farmacéutica e perfil de
dissolucdo dos medicamentos disponiveis comercialmente que os contenham
separadamente ou associados. Foi desenvolvido e validado um método rapido e
econdmico utilizando CLAE-DAD para quantificagdo de captoprii (CAP),
hidroclorotiazida (HCTZ) e seus principais compostos relacionados: dissulfeto de
captopril (CAD), clorotiazida (CTZ) e benzotiadiazina (BTDZ). O método foi
desenvolvido e validado através de um sistema cromatografico composto por uma
coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB-Phenyl 5 ym, 4,6 x150 mm mantida a 40°C,
utilizando como fase moével (A) acido fosférico 0,067% (pH 2,5) e (B) acetonitrila em
modo gradiente como segue: to3o Min: B=15%; t31.65 min: B=385%; ts6.50 mMin:
B=15%. O fluxo de eluicdo da fase moével foi de 1,2 mL/min e o volume de injecao de
20 L sendo os analitos monitorados a 220 nm. O método se mostrou linear na faixa
de concentragao de 0,5 a 400 pg/mL para CAP, 0,313 a 14,4 ug/mL para CAD, 0,05
a 100,0 pg/mL para HCTZ, 0,078 a 1,2 ug/mL para CTZ e 0,02 a 2,4 ug/mL para
BTDZ. O ensaio de exatidao resultou em recuperagdes no intervalo de 98,82 —
101,31% e no ensaio de precisdo intra e inter-dia DPR <5% foi obtido. A robustez do
método foi verificada frente a modificagdes na composigcao da fase movel, fluxo,
temperatura e pH, sendo este critico para a determinagédo de CAD. A avaliacdo da
equivaléncia farmacéutica nao constatou a equivaléncia de duas amostras de
comprimidos de CAP 25 mg dentre as seis marcas de genéricos e cinco de similares
avaliadas. Para comprimidos de HCTZ 25 mg essa situacao foi constatada para um
medicamento similar entre os dois similares e dois genéricos testados. Todas as
formas farmacéuticas associadas apresentaram equivaléncia farmacéutica com o
medicamento de referéncia, Lopril-D®. Os perfis de dissolugdo de comprimidos de
CAP, HCTZ e sua associacdao foram comparados através da andlise da variancia
(ANOVA), eficiéncia de dissolugdo (ED%), fator de semelhanga f2 e cinética de
dissolucdo (zero ordem, primeira ordem e Higuchi). Os resultados dos perfis
caracterizaram trés genéricos de CAP, entre os sete testados, como néao
semelhantes ao referéncia e entre os seis similares o mesmo aconteceu para
apenas uma das marcas. Entre os dois genéricos e quatro similares de HCTZ
apenas um genérico exibiu perfil satisfatério. Na forma farmacéutica associada, dos
dois genéricos testados apenas um teve perfil semelhante ao Lopril-D®. Como
conclusdo tem-se que o novo método pode ser utilizado para a determinacéo
simultdnea dos cinco compostos citados na forma farmacéutica comprimido, sendo
proposto como uma alternativa para o controle de qualidade destes produtos na
industria farmacéutica e laboratérios analiticos. Também concluimos que ha uma
necessidade real de maior fiscalizacdo em relacdo a qualidade dos medicamentos
durante seu periodo de comercializagao.

Palavras-chaves: Captopril, hidroclorotiazida, desenvolvimento analitico, validagao
analitica, CLAE-DAD, equivaléncia farmacéutica, perfil de dissolugao.



ABSTRACT

In this study, the antihypertensive drugs captopril and hydrochlorothiazide were the
subject of study by two approaches: (a) analytical, aiming to develop and validate
HPLC-DAD method for their determination and of their related compounds
simultaneously in tablets and (b) from the standpoint of quality control in order to
evaluate the pharmaceutical equivalence and dissolution profile of commercially
available drugs containing them separately or combined. A quick and economical
method using HPLC-DAD was developed and validated for quantification of captopril
(CAP), hydrochlorothiazide (HCTZ) and its main related compounds: captopril
disulfide (CAD), chlorothiazide (CTZ) and benzothiadiazine (BTDZ). The method was
developed and validated through a chromatographic system composed ofa Agilent
Zorbax Eclipse XDB-Phenyl column 5 um 4.6 x150 mm maintained at 40°C. The
mobile phase consisted of 0.067% phosphoric acid (pH 2.5) (A) and acetonitrile (B) in
gradient elution mode eluted at a flow rate of 1.2 mL/min as follows: tp.30 min: B =
15%, 13.1.6.5 min: B = 35%, ts6.80 min: B = 15%. The detection wavelength was set at
220 nm and the injection volume of the sample was 20 pL. The method was linear in
the concentration range of 0.5 to 400 pg/mL for CAP, 0.313 to 14.4 ug/mL for
CAD, 0.05 to 100 pg/mL for HCTZ, 0.078 to 1.2 ug/mL for CTZ and 0.02 to 2.4 pg/mL
for BTDZ. The accuracy test resulted in recoveries range of 98.82 to 101.31% and for
intra and inter-day precision RSD <5% was obtained. The robustness study
evaluated changes in the mobile phase composition, flow, temperature and pH, the
last one is a critical factor for the CAD determination. Regarding the assessment of
equivalence pharmaceutical trials did not demonstrate equivalence of two samples of
captopril 25 mg tablets among the six brands of Generics and five of Similar
evaluated. For hydrochlorothiazide 25 mg tablets two Similar and two Generics were
tested and one Similar medicine was not equivalent to the reference. All brands of
the association were pharmaceutical equivalents of their reference medicine, Lopril-
D. The dissolution profiles of Generics, Similar and reference of captopril,
hydrochlorothiazide and their association were compared by analysis of variance
(ANOVA), dissolution efficiency (DE%), similarity factor f2 and dissolution kinetics
(zero order, first order and Higuchi). The results of the profiles featured three
Generics and one Similar of captopril as no similar to the reference. Among Generics
and Similar medicines of hydrochlorothiazide only one Generic medicine exhibited
satisfactory dissolution profile. For the medicines of the association just one of the
two Generics tested was similar to Lopril-D. In conclusion we have that the new
method might be used to determine the five compounds simultaneously in tablets,
and presents itself as an alternative for quality control of these products in the
pharmaceutical industry and that there is a real need for increased monitoring of the
quality of drugs during their marketing period.

Key words: Captopril, hydrochlorothiazide, analytical development, validation, HPLC,
pharmaceutical equivalence, dissolution profile.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial é responsavel por cerca de 6% das mortes em
todo o mundo (WOLF-MAIER et al., 2004). Além disso, esta entre os principais
fatores de risco para doencgas cardiovasculares, as quais foram responsaveis
por 29,4% dos Obitos no Brasil em 2007. Estudos brasileiros mostraram que
52,3% dos individuos adultos sabiam ter hipertensao, 34,9% estavam em
tratamento e 13,7% tinham a pressao arterial controlada (< 140/90 mmHg). A
utilizacdo de medicamentos anti-hipertensivos reduz a morbidade e mortalidade
por doencas cardiovasculares, mas seu emprego como monoterapia é ineficaz
em cerca de 2/3 dos casos de hipertensdo, o que gera uma tendéncia de
adocao cada vez mais precoce da terapia combinada. A Sociedade Brasileira
de Hipertensdo recomenda a utilizacdo da associacdo de anti-hipertensivos
como tratamento inicial nos estagios mais avancados da doenca
(CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

A utilizacao de associa¢des de dois ou mais farmacos em uma mesma
forma farmacéutica determina maior comodidade para o paciente, assim como
maior adesao e, consequentemente efetividade terapéutica. Porém, por ser
uma pratica relativamente nova, existem poucos métodos analiticos descritos
nas farmacopéias para esse tipo de apresentacdo. Entre as monografias
existentes para associacoes de anti-hipertensivos encontram-se métodos em
que os farmacos sao quantificados separadamente e por sistemas
cromatograficos distintos, o que é pouco viavel diante do volume de analises a
ser realizado em uma industria farmacéutica e da tendéncia mundial de
otimizagdo dos processos analiticos.

Para a analise simultanea de captopril (CAP) e hidroclorotiazida (HCTZ)
em comprimidos foram encontrados métodos por CLAE (JAIN;JAIN, 1991;
IVANOVIC et al, 2004) cromatografia liquida com deteccao por
quimioluminescéncia (OUYANG et al, 1998b-b; OUYANG et al, 1999),
espectrofotometria derivada (SALEM et al., 1991; PANDERI;PARISSI-
POULOU, 1992) e calibragcdo multivariada (USTUNDAG;DINC, 2003). No

entanto estes métodos envolvem procedimentos complicados e ndo monitoram
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os compostos relacionados. A United States Pharmacopeia (USP) reconhece a
importancia de monitorar estes compostosjuntamente com os seus ativos, e
para tal, apresenta uma monografia para essa associacdo. Porém, descreve
dois sistemas cromatograficos: um para determinacdo dos ativos e do
composto relacionado 4-amino-6-cloro-1,3-benzenodisulfonamida (BTDZ) e
outro para determinacgéo do limite de dissulfeto de captopril (CAD). Além disso,
nao determina clorotiazida, produto de fotodegradacao e subproduto de sintese
da HCTZ (USP, 2011). A farmacopéia brasileira nao possui monografia para a
associacdo. A escolha do tema se baseou, portanto, na importancia de
captopril e hidroclorotiazida no tratamento da hipertensdo arterial, e na
necessidade de um método mais pratico e rapido para sua quantificacéo e de
suas impurezas em formas farmacéuticas.

Ha uma crescente preferéncia pela utilizagdo de medicamentos
genéricos pela populacdo e uma dificuldade de fiscalizagdo da qualidade dos
medicamentos como um todo durante o periodo de comercializacdo. Assegurar
a mesma qualidade e efeito dos genéricos e similares disponiveis, utilizados
como anti-hipertensivos, frente ao correspondente medicamento referéncia,
assume uma importancia altamente significativa na garantia da sua eficacia
terapéutica e seguranca no consumo pela populacdo. Entre os testes
empregados para isso destacam-se o0s de equivaléncia farmacéutica,
necessarios para a aprovagao e renovacao do registro de quaisquer
medicamentos como genéricos ou similares. Diante disto, outra proposta de
trabalho a ser desenvolvida abrangeu a avaliagdo da qualidade dos
comprimidos de captopril, hidroclorotiazida e sua associagdo comercializados
em Curitiba, através dos testes determinantes da equivaléncia farmacéutica e
comparacdo do perfil de dissolugcdo dos medicamentos registrados como
genéricos, similares e referéncia.

Esse trabalho tem por objetivo propor um método por CLAE que permita
o doseamento simultineo de captopril, hidroclorotiazida e seus compostos
relacionados na forma farmacéutica em associacéo; permitindo analises em
menor tempo e com menor consumo de reagentes para laboratérios de

controle de qualidade, equivaléncia farmacéutica e para a industria
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farmacéutica. Também pretende avaliar a qualidade dos medicamentos
genéricos, similares e referéncia contendo esses farmacos comercializados na
cidade de Curitiba.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), que quantifique simultaneamente captoprii (CAP),
hidroclorotiazida (HCTZ) e seus compostos relacionados (benzotiadiazina -
BTDZ, clorotiazida - CTZ e dissulfeto de captopril - CAD) em comprimidos
contendo a associagado dos farmacos e avaliar a equivaléncia farmacéutica de
formulagdes anti-hipertensivas de CAP, HCTZ e sua associacdo na forma

farmacéutica comprimido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Desenvolver um método por CLAE rapido e econbmico para
doseamento simultaneo de CAP, CAD, HCTZ, BTDZ e CTZ que otimize
as andlises de controle de qualidade de comprimidos da associacao,
determinando os parametros cromatograficos que gerem os melhores
resultados considerando também o tempo de corrida, gasto de fase
mével, tipo de eluicdo (isocratico ou gradiente), eficiéncia da coluna e
facilidade de execucao do método.

* Realizar os ensaios para validagdo do método atendendo as normas
vigentes pela ANVISA e entidades internacionais.

* Realizar os testes de equivaléncia farmacéutica previstos pelos
compéndios oficiais para diferentes formulacées indicadas
terapeuticamente como anti-hipertensivas e registradas como
medicamentos genéricos ou similares.

» Averiguar a qualidade dos medicamentos anti-hipertensivos contendo

captoprii e hidroclorotiazida disponiveis comercialmente em
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Curitibacomparando os resultados de genéricos e similares com os do
medicamento de referéncia.
Comunicar, quando cabivel, os resultados obtidos para equivaléncia

farmacéutica diretamente aos 6rgaos regulamentadores responsaveis.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) €& uma doenca crbnica
caracterizada por pressao arterial (PA) maior ou igual a 140/90 mmHg e
provoca alteracées patoldégicas nos vasos sanguineos e hipertrofia do
ventriculo esquerdo. Suas principais complicacbes sado acidente vascular
encefalico (AVE), infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal
e aneurisma dissecante da aorta (OATES;BROWN, 2003;
CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010). A hipertensdo explica
40% das mortes por acidente vascular cerebral e 25% das por doenca
coronariana sendo que a mortalidade por doenca cardiovascular aumenta
progressivamente com a elevacao da pressao arterial, a partir de 115/75 mmHg
(CHOBANIAN et al., 2003; CARDIOLOGIA;NEFROLOGIA;ARTERIAL, 2007).

A hipertensdo arterial € um importante fator de risco para doencas
cardiovasculares, as quais, segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensao,
foram responsaveis por 29,4 % dos 6ébitos ocorridos no Brasil em 2007 e
determinaram 1.180.184 interna¢des em 2005, com um custo global de mais de
1 bilhdo de reais. Os principais fatores de risco relacionados ao aumento da
pressao arterial sdo: idade (a PA aumenta linearmente com a idade), sexo
(prevaléncia maior em homens até os 50 anos e em mulheres apés a sexta
década de vida), sedentarismo, consumo de alcool, tabagismo, consumo
elevado de sal, obesidade, predisposicao genética e fatores ambientais. A etnia
e fatores s6cio econémicos também exercem influéncia, uma vez que ha até
130% mais risco de hipertensdo em mulheres afrodescendentes em relagao a
mulheres brancas, e um menor nivel socioecondmico esta relacionado a uma
maior prevaléncia da HAS (CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA,
2010). A taxa de morbidade e mortalidade devido a PA elevada € proporcional
ao grau de desenvolvimento do pais. A PA elevada se encontra entre as
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, juntamente com as
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doencas cardiovasculares, colesterol elevado, e fatores de risco nutricional
como obesidade e sobrepeso (EZZATI et al., 2005). Alguns estudos realizados
em cidades brasileiras indicam prevaléncia de HAS (=2140/90 mmHg) entre
22,3% e 43,9% (CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010). Mais
de 25% da populacdo mundial adulta é hipertensa e a tendéncia € aumentar
para 29% até 2025, podendo alcancar 1,56 bilhdo de pessoas (KEARNEY et
al., 2005).

A mortalidade por acidente vascular cerebral (AVC) nas principais
cidades do Brasil, até o final da década de 80, foi maior que em paises como
Estados Unidos, Canadé e paises da Europa Ocidental, assemelhando-se a da
Europa Oriental e Japdo. Em 2002, o AVC foi a principal causa de ébitos no
Brasil determinando 87.344 mortes e tendo como segundo lugar a doenca
arterial coronariana que alcancou 81.505 mortes (LOTUFO, 2005). O fato de a
HAS ser o principal fator que leva a essas mortalidades e apresentar alta
prevaléncia sao indicativos suficientes da importadncia de se estabelecer
medidas de saude publica mundiais de controle, prevencdo, deteccao e
tratamento da HAS (KEARNEY et al., 2005).

Apesar das evidéncias de que o tratamento anti-hipertensivo é eficaz em
reduzir a morbidade e mortalidade cardiovasculares a baixa adesdo ao
tratamento determina percentuais de controle da PA muito baixos (GUS et al.,
2004; CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010). O menor controle
da PA esta relacionado também a idade avancada, obesidade e baixo nivel
educacional  (FIRMO;BARRETO;LIMA-COSTA, 2003; CARDIOLOGIA;
HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

3.1.1 DIAGNOSTICO E ESTRATEGIA TERAPEUTICA

Para o diagnéstico e estratégia terapéutica deve-se considerar a
avaliacao dos valores de PA, presenca de fatores de risco, lesées em 6rgaos-
alvo e doencas associadas (CHOBANIAN et al, 2003;
CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010). A classificacdo da PA
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pelo valor obtido em medida casual em consultério, para maiores de 18 anos, é
feita através dos valores da Tabela 1. Esses valores sdo adotados pelo Brasil
na VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, pelas Sociedades
Européias de Hipertensao e Cardiologia (European Society of Hypertension e
European Society of Cardiology respectivamente) e pela Sociedade Britanica
de Hipertensdao (British  Hypertension  Society) (HYPERTENSION;
CARDIOLOGY,2003;SOCIETY,2004;CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;
NEFROLOGIA, 2010).

TABELA 1 - CLASSIFIQAQAO DA PRESSAO ARTERIAL DE ACORDO COM A MEDIDA
CASUAL NO CONSULTORIO (> 18 ANOS)

Classificacao Pressao sistélica (mmHg) Presséao diastélica (mmHg)
Otima <120 <80

Normal <130 <85

Limitrofe 130-139 85-89
Hipertensao estagio 1 140-159 90-99
Hipertensao estagio 2 160-179 100-109
Hipertensao estagio 3 >180 2110
Hipertensao sistdlica isolada 2140 <90

Quando as pressoes sistdlica e diastdlica de um paciente situam-se em categorias diferentes, a
maior deve ser utilizada para classificagéo da pressao arterial.
FONTE:(CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

Apo6s diagnosticada a hipertensdao é feita a estratificacdo de risco
(Quadro 1), que leva em consideracdo além dos valores de PA, o risco
cardiovascular, lesbes em 6rgaos-alvo e doencgas cardiovasculares. As metas
de PA a serem atingidas se baseia nos valores de PA e na estratificacao de
risco. Em funcao da estratificagcdo de risco também se estabelece a estratégia
terapéutica, como pode ser visto na Tabela 2.
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Pressao arterial

Fatores de risco . Hipertensao | Hipertensao | Hipertensao
Normal Limitrofe L L .
estagio 1 estagio 2 estagio 3

Sem fator de risco Sem risco adicional

1 a 2 fatores de

. Ri iX Ri médi
risco sco baixo sco médio
3 ou mais fatores
de risco ou lesao :

Risco alto

de dérgaos-alvo ou
diabetes melito

Doenca

i Ri muito al
cardiovascular sco muito alto

QUADRO 1 - ESTRATIFICACAO DO RISCO INDIVIDUAL DO PACIENTE HIPERTENSO:
RISCO CARDIOVASCULAR ADICIONAL DE ACORDO COM OS NIVEIS DA PRESSAO
ARTERIAL E A PRESENCA DE FATORES DE RISCO, LESOES DE ORGAOS-ALVO E
DOENCA CARDIOVASCULAR.

FONTE: (CARDIOLOGIA;NEFROLOGIA;ARTERIAL, 2007).

TABELA 2 - DECISAO TERAPEUTICA DA HIPERTENSAO ARTERIAL SEGUNDO O RISCO
CARDIOVASCULAR.

Categoria de risco Estratégia

Tratamento nao-

Sem risco adicional . ;
medicamentoso isolado

Tratamento nao-

medicamentoso isolado por

Risco adicional baixo até 6 meses. Se nao atingir
a meta, associar

tratamento medicamentoso

Tratamento ndo-
medicamentoso +
medicamentoso

FONTE: (CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

Risco adicional médio, alto e
muito alto

3.1.2 TRATAMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL

A terapia anti-hipertensiva, medicamentosa ou nao, tem o objetivo de
reduzir a mortalidade e morbidade cardiovasculares pela manutencdo da PA
abaixo de 140 mmHg e 90 mmHg para pressao arterial sistdlica (PAS) e

pressao arterial diastélica (PAD), respectivamente. Uma situacdo comumente
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observada é a maior dificuldade em se reduzir os valores de PAS quando
comparado a PAD (CHOBANIAN et al., 2003; 2003; SOCIETY, 2004;
CARDIOLOGIA;NEFROLOGIA;ARTERIAL, 2007, CARDIOLOGIA;
HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

3.1.2.1 Tratamento nao-medicamentoso

O tratamento ndo medicamentoso objetiva a modificacao dos fatores
ambientais que contribuem para a hipertensdo. Ele consiste na adocao de
habitos saudaveis como: controle do peso através de dietas e da pratica
regular de exercicios fisicos, reducao do consumo de sal, reducao da ingestao
de alcool e abandono do tabagismo. Por tratar-se da adogcdo de um estilo de
vida mais saudavel é recomendado para todos os niveis de risco
cardiovascular (CHOBANIAN et al, 2003; 2003; SOCIETY, 2004;
CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

3.1.2.2 Tratamento medicamentoso

O tratamento medicamentoso ou farmacolégico consiste na utilizacao de
medicamentos anti-hipertensivos na forma de monoterapia ou combinados.
Existem diferentes classes terapéuticas de anti-hipertensivos, definidas
conforme seu local ou mecanismo de acao da seguinte maneira: diuréticos,
inibidores adrenérgicos, vasodilatadores diretos, bloqueadores dos canais de
célcio, inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), bloqueadores
do receptor da angiotensina Il e inibidores diretos da renina (CHOBANIAN et
al., 2003; OATES;BROWN, 2003; SOCIETY, 2004;CARDIOLOGIA;
HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010). A classificacdo e alguns exemplos
podem ser vistos no Quadro 2.
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Diuréticos:

Tiazidas e agentes relacionados (hidroclorotiazida, clortalidona, etc)

Diuréticos de alga (furosemida, bumetanida, torsemida, &cido etacrinico)

Diuréticos poupadores de k+ (amilorida, espironolactona, triamtereno)

Simpatoliticos:

Antagonista 3-adrenérgico (metoprolol, atenolol, etc)

Antagonista a-adrenérgico (prazosina, terazosina, doxazosina, fenoxibenzamina,
fentolamina)

Antagonista adrenérgico misto (labetalol, carvedilol)

Agentes de acao central (metildopa, clonidina, guanabenzo, guanfacina)

Agentes bloqueadores dos neurdnios adrenérgicos (guanadrel, reserpina)

Bloqueadores dos canais de Ca** (verapamil, diltiazem, nimodipina, felodipina, nicardipina,
isradipina, anlodipina)

Inibidores da enzima conversora de angiotensina (captopril, enalapril, lisinopril, quinapril,
ramipril, benazepril, fosinopril, moexipril, perindopril, trandolapril)
Antagonista do receptor de angiotensina Il (losartano, candesartano, irbesartano,

valsartano, telmisartano, eprosartano)
Vasodilatadores:
Arteriais (hidralazina, minoxidil, diazéxido, fenoldopam)
Arteriais e venosos (nitroprussiato)
Inibidor direto da renina:

Alisquireno

QUADRO 2: CLASSIFICAGAO DOS FARMACOS ANTI-HIPERTENSIVOS POR SEU LOCAL
OU MECANISMO DE ACAO.

Os farmacos anti-hipertensivos atuam sobre o débito cardiaco e a
resisténcia vascular periférica ou ambos. Os efeitos hemodindmicos
complementares fornecem uma base logica para a associacdo desses
farmacos na terapéutica. Assim, a terapia combinada utilizando farmacos de
diferentes classes pode contribuir para o controle da PA e reduzir os efeitos
adversos relacionados a dose (OATES;BROWN, 2003). A combinagao de anti-
hipertensivos é principalmente indicada para pacientes em estagio 2 e 3, sendo
a monoterapia aplicavel aos pacientes em estagio 1 que ndo responderam ao
tratamento nao-medicamentoso. Com excecdo dos vasodilatadores diretos,
todas as classes de anti-hipertensivos podem ser empregadas na monoterapia
(CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).
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3.2 ADESAO AO TRATAMENTO E ASSOCIAGAO TERAPEUTICA

A adesao ao tratamento é definida pela OMS como “a extensdao em que
cada comportamento pessoal — administracdo dos medicamentos,
acompanhamento de uma dieta e/ou execucdo de mudancgas no estilo de vida
— correspondem com as recomendacbes acordadas com um provedor de
atencao a saude.” (WHITWORTH, 2003).

A baixa adesao ao tratamento nao farmacologico e/ou farmacolégico é o
fator mais importante para o comprometimento do controle da pressao arterial
(BATALLA-MARTINEZ et al., 1984). A OMS estima que 75% dos pacientes
hipertensos ndo alcancem valores 6timos de PA, sendo o controle dos niveis
pressoricos fundamental para a diminuicdo da mortalidade e morbidade
(WHITWORTH, 2003; BATALLA MARTINEZ, 2009). As conseqUéncias sao
resultados clinicos negativos e sobrecarga do sistema de saude, gerando
gastos enormes pelo maior consumo de servicos (KROUSEL-WOOD et al.,
2004).

Entre os fatores que influenciam a adesdo estdo as caracteristicas do
paciente, do tratamento e da doenca. Com relacdo ao paciente ha
discrepancias quanto a influéncia de raga, cultura, idade, fatores sociais e
econbmicos; porém o grau de conhecimento da doengca tem sido
correlacionado a uma melhor adesdo e controle de PA. A complexidade do
tratamento influencia a adesao, sendo considerados os seguintes fatores:
freqiéncia de doses, duracdo, numero de medicamentos e comprimidos,
horario de administracdo, custo, dose, efeitos adversos, efetividade e
instrugcdes para uso do medicamento (jejum, tomar meio comprimido). A
hipertensdo, por ser cronica e geralmente assintomatica, possui uma menor
aceitacdo do tratamento. Deve-se também considerar a relacdo médico-
paciente e 0 acesso ao sistema de salde (BATALLA-MARTINEZ et al., 1984;
SARQUIS et al., 1998).

Sarquis et al. (1998) verificaram, através de revisdo de 107 artigos
cientificos publicados entre 1991 e 1995, que a ndo adesao estava relacionada

em 68% dos casos ao paciente, 63% aotratamento farmacoldgico, 62% a
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aspectos gerais, 39% ao tratamento ndo farmacolégico, 34% a fatores
institucionais e 8% relativos a doenca (SARQUIS et al., 1998).

Para cumprir o objetivo de controlar a PA muitas vezes é necessario o
uso de 2 ou mais anti-hipertensivos além da adocdo das medidas néao
farmacolégicas. Essa maior complexidade do tratamento juntamente com sua
longa duracédo prejudica a adesao terapéutica. Com o objetivo de minimizar os
problemas relacionados ao tratamento medicamentoso, facilitar a
administracdo e aumentar a qualidade de vida dos pacientes foram
desenvolvidas formas farmacéuticas contendo a associagdo de farmacos.
Nestas, dois ou mais farmacos podem ser combinados em diferentes doses e
administrados de uma s6 vez. O paciente que utiliza formas associadas precisa
se lembrar de um menor niumero de medicamentos e tomar menos
comprimidos por horario. Além disso, como na associagdo podem ser usadas
doses menores dos dois farmacos é comum os pacientes apresentarem menos
efeitos adversos (OATES;BROWN, 2003). Algumas associacoes fixas para a

terapia combinada, encontradas no Brasil, podem ser vistas na Tabela 3.
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TABELA 3: ASSOCIACOES FIXAS DE ANTI-HIPERTENSIVOS DISPONIVEIS NO BRASIL.

Associacoes Posologia (mg)

Clortalidona + amilorida 25+50u50+5

Furosemida + amilorida 40 + 10

Furosemida + triantereno 40 + 50

Hidroclorotiazida + triantereno 50 + 50

Acao central + diurético

Reserpina + clortalidona 0,25 + 50

Betabloqueador + diuréticos

Bisoprolol + hidroclorotiazida 25+6,250u5 +6,25
ou 10 + 6,25

Metoprolol ZOK*** + hidroclortiazida 100 + 12,5

Propranolol + hidroclorotiazida 40 + 25 0u 80 + 25

Candesartana + hidroclorotiazida 8+12,50u16 + 12,5

Losartana + hidroclorotiazida 50 + 12,5 0u 100 + 25

Telmisartana + hidroclortiazida 40 + 12,50u 80 + 12,5

Inibidores da ECA + diuréticos
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Captopril + hidroclorotiazida 50 + 25

Cilazapril + hidroclorotiazida 5+12,5
Enalapril + hidroclorotiazida 10+25 ou 20+12,5
Fosinopril + hidroclorotiazida 10+12,5
Lisinopril + hidroclorotiazida 10+12,5 ou 20+12,5
Ramipril + hidroclorotiazida 5+12,5

Bloqueadores dos canais de calcio + betabloqueador

Nifedipino + atenolol

Anlodipino + atenolol

Bloqueadores dos canais de calcio + inibidores da ECA

Anlodipino + enalapril

10+25 ou 20+50
5+25 ou 5+50

2,5+10 ou 5+10 ou 5+20

Anlodipino + ramipril 2,5+5 ou 5+5

Manidipino + delapril 10+30
Bloqueadores dos canais de calcio + bloqueadores do
receptor AT1

Anlodipino + losartana 2,5450 ou 5+100
Inibidor direto da renina + diurético

Alisquireno + hidroclorotiazida 150 + 12,50u150 + 25

ou300 + 12,5 ou 300 + 25

FONTE: (CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

A associacdo estudada neste trabalho foi entre os farmacos anti-
hipertensivos captopril (inibidor da ECA) e hidroclorotiazida (diurético tiazidico),
que pertencem a diferentes classes de anti-hipertensivos e sdo comumente

utilizados no tratamento da hipertensao.

3.3 CAPTOPRIL

Captopril ou 1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina € um anti-
hipertensivo da classe dos inibidores da enzima conversora de angiotensina
(IECA) utilizado no tratamento da hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
congestiva, promove reducdo da PA por sua atuacdo no sistema renina -
angiotensina - aldosterona (OATES;BROWN, 2003; RAHMAN;SINGH;HODA,
2005; HUANG et al., 2006; VANCEA et al., 2009).
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A enzima ECA faz parte do sistema renina-angiotensina, um dos
sistemas responsaveis pela regulagdo da pressdo arterial, convertendo
angiotensina | em angiotensina Il. Esta altera a resisténcia periférica vascular, a
fungéo renal e a estrutura cardiovascular. Entre os mecanismos de agéo estao
o seu efeito vasoconstritor, de liberacdo de aldosterona, de aumento da
reabsorcdo de sodio e da neurotransmissao noradrenérgica. O sistema renina-
angiotensina é ativado em episédios de hipotensao para promover o aumento
da PA até os niveis normais e alteracdes nele podem causar hipertensao. Por
ser um importante meio de regulacdo da PA, o sistema renina-angiotensina é
também um importante alvo de farmacos. A inibicdo da ECA impede a
formagcao da angiotensina Il e leva a uma diminuicdo da PA, o que na
hipertensao é o principal objetivo (OATES;BROWN, 2003).

Os IECA sao a primeira escolha para o tratamento da hipertensdo de
diabéticos e pacientes com doenca renal cronica. Além disso, sua importancia
como anti-hipertensivos se fundamenta na sua eficacia e perfil de efeitos
adversos, que levam ha uma boa adesao terapéutica. Deve ser observado
durante o tratamento a relevancia do seu potencial para causar hipercalemia de
acordo com o paciente e outros farmacos associados (OATES;BROWN, 2003).
Como principais efeitos adversos € possivel citar a tosse seca e alteragao do
paladar, mais raramente reacoes de hipersensibilidade com erup¢ao cuténea e
edema angioneurético. Em pacientes com insuficiéncia renal crénica os IECA
podem agravar a hiperpotassemia; quando em associacdo com diuréticos seu
efeito hipotensor é aumentado, podendo levar a hipotensdo postural
(CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010).

Captopril tem rapida absorcédo e biodisponibilidade de 75%. Sua meia
vida é de aproximadamente 2 horas e a eliminacdo ocorre principalmente na
urina, 40-50% na forma inalterada e o restante como dissulfeto de captopril e
dissulfeto de captopril-cisteina. A administracdo junto com a comida pode
reduzir sua biodisponibilidade em até 25-30%, por isso a indicagcao médica é de
gue seja tomado em jejum uma hora antes da refeicdo (OATES;BROWN,
2003).
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O captopril se apresenta como um po6 cristalino branco ou quase branco,
soluvel em agua e em solugdes diluidas de hidréxidos alcalinos, facilmente
soluvel em metanol e cloreto de metileno. Sua faixa de fuséo € de 105 °C a 108
°C e possui valores de pKa de 3,7 (carboxila) e 9,8 (tiol). Apresenta massa
molecular de 217,29 g/mol e sua férmula molecular é CgH1sNO3S. Sua férmula
estrutural esta representada na Figura 1 (BRASIL, 2005).

CHj

HS 0]
O

N
QH <OH

FIGURA 1 — FORMULA ESTRUTURAL DO CAPTOPRIL OU 1-[(2S)-3-MERCAPTO-2-
METILPROPIONIL]-L-PROLINA.

O captopril possui comoprincipal impureza seu dimero dissulfeto de
captopril. Sua elevada susceptibilidade a degradacdo oxidativa promove a
formacao do seu produto de degradacao; temperatura e umidade elevadas
favorecem esse processo, o qual ocorre por meio de um complexo mecanismo
envolvendo a fungéao tiol. Quando veiculado em forma farmacéutica sélida, sua
estabilidade € relativamente maior, porém ha necessidade de utilizacdo de
barreiras efetivas contra oxigénio e umidade, na embalagem primaria, para
permitir um prazo de validade adequado em condicées ambientais de elevado
calor e umidade, como é o caso do Brasil (MARCATTO, 2005). O limite definido
para dissulfeto de captopril em comprimidos de captopril € de no maximo 3%
em relacdo a quantidade do ativo (BRASIL, 2005; USP, 2011). O dissulfeto de
captopril possui massa molecular de 432,58 g/mol, férmula molecular
C1sH2sN206S2 € sua férmula estrutural pode ser vista na Figura 2.
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FIGURA 2 - FORMULA ESTRUTURAL DO DISSULFETO DE CAPTOPRIL

3.4 HIDROCLOROTIAZIDA

A hidroclorotiazida ou 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-
sulfonamida-1,1-diéxido) € um diurético tiazidico e, como tal, atua inibindo o
transporte de Na* e CI" no tubulo distal do sistema renal. O mecanismo exato
pelo qual os diuréticos tiazidicos promovem a reducao da pressao arterial ndao
esta totalmente esclarecido. Esses farmacos diminuem o volume extracelular
por inibicdo do transporte de sodio e cloreto no tubulo contorcido distal, levando
a uma queda no débito cardiaco, mas o efeito hipotensor se mantém na terapia
a longo prazo indicando que diuréticos tiazidicos provavelmente possuem um
efeito vasodilatador direto. A HCTZ pode abrir canais de potassio ativados por
célcio, promovendo a hiperpolarizacdo das células da musculatura lisa
vascular, reduzida entrada de calcio através dos canais de calcio voltagem-
dependentes e finalmente reduzida vasoconstricdo (OATES;BROWN, 2003).

Os diuréticos tiazidicos podem ser usados em monoterapia, mas a
deplecéo de potassio via urinaria pode ser um problema. Os inibidores da ECA
e antagonistas de receptores da angiotensina podem atenuar essa perda de
potassio, indicando que deve-se considerar a necessidade do uso de uma
segunda droga para o controle adequado da pressao arterial. Os efeitos
diurético e hipotensor desses farmacos é bastante reforcado quando sao
combinados, o que justifica certo cuidado no inicio da terapia e utilizacdo de
doses baixas de cada agente no comeco do tratamento. A administracdo de
inibidores da ECA e antagonistas de receptores da angiotensina junto com
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poupadores de potassio ou suplementos de potassio pode causar hipercalemia
em alguns pacientes (OATES;BROWN, 2003).

A HCTZ possui 2 principais impurezas. Em sua primeira via de
degradacao gera benzotiadiazina (4-amino-6-chloro-1,3-benzenodisulfonamida)
e formaldeido por hidrélise (HERTZOG et al., 2002). Clorotiazida (CTZ) e
benzotiadiazina (BTDZ) sdo as principais impurezas de processo, no entanto
Fang et al. (2001) identificaram uma terceira impureza, o dimero HCTZ-CH»—
HCTZ (FANG et al., 2001; LUSINA et al., 2005). Estudos de fotodegradacao da
HCTZ reportaram a ocorréncia principalmente de fotodesalogenacgéo e fotolise
(TAMAT;MOORE, 1983; REVELLE et al., 1997; BRIGANTE et al., 2005).
Nesse caso BTDZ e CTZ estédo entre os principais produtos de fotoprocesso
(TAMAT;MOORE, 1983; ULVI;TAMMILEHTO, 1989; BRIGANTE et al., 2005).
Os limites determinados para BTDZ e CTZ sao de 1,0 e 0,5%,
respectivamente, em relacdo a quantidade de HCTZ (USP, 2011).

O farmaco HCTZ se apresenta como um po6 cristalino branco ou quase
branco, inodoro, muito pouco soluvel em agua, pouco solluvel em etanol,
soluvel em acetona e em solucdes diluidas de hidroxidos alcalinos. Sua faixa
de fuséo é de 266 a 270 °C com decomposicao e possui valores de pKa de 7,9
e 9,2 (aminas) (BRASIL, 2005). Apresenta massa molecular de 297,7 g/mol e
férmula molecular C;HgN304S,; sua formula estrutural esta representada na

Figura 3 junto com suas principais impurezas, CTZ e BTDZ.
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FIGURA 3 — HIDROCLOROTIAZIDA E SEUS COMPOSTOS RELACIONADOS

3.5 ASSOCIAGAO DE CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA

A associagdo de farmacos ou terapia combinada se faz necessaria
sempre que a monoterapia ndo for eficaz na redugéo e controle da PA, isso
ocorre em cerca de dois tercos dos casos e por isso ha uma tendéncia de
utilizagdo da terapéutica combinada como primeira medida medicamentosa
(CARDIOLOGIA;HIPERTENSAO;NEFROLOGIA, 2010). A associacdo consiste
na utilizagdo de farmacos anti-hipertensivos de diferentes classes terapéuticas,
com excecao dos diuréticos. Estes podem ser associados tanto com as demais
classes quanto entre si, associando-se, por exemplo, diuréticos tiazidicos e de
alga com diuréticos poupadores de potassio (CARDIOLOGIA; HIPERTENSAO;
NEFROLOGIA, 2010).

Segundo estudo desenvolvido com médicos brasileiros especialistas em
cardiologia, clinica médica e geriatria os farmacos mais recomendados no

tratamento da hipertensédo sao diuréticos (53%) e IECA (24%). Quando nédo ha
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controle da pressao arterial com a monoterapia, 55 % dos médicos associam
um segundo farmaco de diferente mecanismo de acdo e 33% aumentam a
dose. As associagoes mais citadas foram: a) IECA + diurético (46%), b)
betabloqueador + diurético (34%), ¢) droga de acao central + diurético (17%).
Entre as associagbes, 30% foram fixas e 13% nédo fixas (JR;PIERIN;
GUIMARAES, 2001).

Captopril e hidroclorotiazida representam a associacao de um IECA e
um diurético tiazidico e, como citado acima, fazem parte do grupo que compde
praticamente metade de todas as associacdes prescritas. Estao disponiveis no
mercado nas doses fixas de 50 e 25 mg, respectivamente.

3.6 METODOS ANALITICOS DE QUANTIFICACAO

Existem varios métodos utilizados no doseamento de farmacos em
formas farmacéuticas, desde titulometria e espectrofotometria na regido
ultravioleta até as mais avancadas tecnologias em cromatografia. Entretanto,
quando se trata de formas farmacéuticas combinadas, surge o problema de
quantificar os diferentes farmacos e seus compostos relacionados dentro de
parametros aceitaveis de qualidade.

Entre os principais métodos encontrados na literatura para doseamento
de farmacos e suas associagdes, destaca-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector de UV-VIS, detector de fluorescéncia ou
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM). Também sao utilizadas a
titulacdo potenciométrica, a eletroforese capilar (EC), o UV-VIS e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A técnica de CLAE foi
escolhida para o presente estudo pelas suas caracteristicas e disponibilidade
dentro das industrias e laboratorios analiticos.

As farmacopéias européia, japonesa e portuguesa apresentam
monografia apenas para as matérias-primas de captoprii (CAP) e

hidroclorotiazida (HCTZ). As monografias para comprimidos destes farmacos
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sdo encontradas nas farmacopéias brasileira, britAnica e americana (USP),
sendo que apenas a ultima relata a forma associada dos farmacos.

Na monografia de comprimidos de CAP e HCTZ da USP, a analise de
limite de dissulfeto de captopril (CAD) é realizada separadamente da de CAP,
HCTZ e benzotiadiazina (BTDZ), utilizando preparo de amostra e fase mével
diferentes. Além disso, ndo é quantificada uma das principais impurezas da
HCTZ, a clorotiazida (CTZ). Essa diferenciacao dos sistemas cromatograficos
torna o processo mais trabalhoso e lento. Esse método emprega uma coluna
de dimensbes 4,6 mm x 30 cm, 0 que apesar do fluxo relativamente alto (1,5 -
2,0 mL/min), caracteriza um método mais lento e dispendioso, passivel de
otimizagéao.

Foram descritos métodos para determinacdo de captoprii em
comprimidos, em associacdo ou ndo, utilizando espectrofotémetro de UV (EL-
SHABRAWY;EL-ENANY;SALEM, 2004; GHASEMI;NIAZI, 2007; NIAZI;
GHASEMI, 2007; GAO;WU;LIl, 2008), CLAE (EL WALILY et al, 1999;
MIRZA;TAN, 2001), CG (LIU et al, 1998), EC (HILLAERT;VAN DEN
BOSSCHE, 1999b; PEREZ-RUIZ;MARTINEZ-LOZANO;GALERA, 2006),
quimiluminescéncia (DU;LI;LU, 2002), espectrometria de absor¢édo atdémica (EL
WALILY et al.,, 1999; EL REIS;ABOU ATTIA;KENAWY, 2000), titulometria (EL-
BRASHY, 1995), voltametria (IOANNIDES;ECONOMOU;
VOULGAROPOULOS, 2003; PARHAM;ZARGAR, 2005), potenciometria
(NIKOLIC;VELASEVIC, 1990), espectroscopia Raman (MAZUREK;SZOSTAK,
2006), calibragdo multivariada (FRAGA et al., 1998) e por analise por injecao
de fluxo (FIA) (ALBERO et al., 1993; TZANAVARAS et al., 2002). CAP e seu
composto relacionado CAD podem ser determinados em comprimidos por EC
(HILLAERT;VAN DEN BOSSCHE, 1999a) e CLAE (BRASIL, 2005; BRITISH
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2005; USP, 2011).

Em matrizes biolégicas, essa mesma determinacao foi feita por CLAE
(GAO;TIAN;WANG, 1992; WAKABAYASHI et al., 1994; LI;TAN;ZHOU, 1996;
SYPNIEWSKI;BALD, 1996; ARROYO et al, 1997; AYKIN et al., 2001;
KUSMIEREK;BALD, 2007), CLAE-EM (SALEM et al., 2005; GU;CUI, 2006;
REZENDE et al., 2007; VANCEA et al., 2009) e CG-EM (FUNKE et al., 1980;
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MATSUKI et al., 1982; IVASHKIV;MCKINSTRY;COHEN, 1984; ITO et al., 1987;
LEIS et al., 1990). Captopril e seus metabdlitos dissulfeto foram analisados em
matriz biologica por CG (BATHALA et al., 1984), CG-MS (COHEN et al., 1982;
MATSUKI et al., 1982), CLAE (HAYASHI;MIYAMOTO;SEKINE, 1985) e CLAE
com deteccao de fluorescéncia (ZHONG et al., 1998; TACHE et al., 2002).

Os métodos para determinagcdo de HCTZ em comprimidos, em
associagdo com outros farmacos ou nao, envolvem: CLAE
(BUTTERFIELD;LOVERING;SEARS, 1978; CARLUCCI et al., 2000; BELAL et
al., 2001; HERTZOG et al., 2002), espectrofotometria (EL WALILY et al., 1995;
ERK, 2003a), calibragdo multivariada (FERRARO;CASTELLANO;KAUFMAN,
2002; MAGGIO;CASTELLANO;KAUFMAN, 2008), EC (HILLAERT;DE
GRAUWE;VAN DEN BOSSCHE, 2001) e quimiluminescéncia (OUYANG et al.,
1998a). Outros métodos foram propostos para avaliar, também, os compostos
de degradacao da HCTZ por diferentes técnicas analiticas (ESPANOLA, 1954;
THOMAS et al., 1994; HERTZOG et al, 2002; BRASIL, 2005; BRITISH
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2005; USP, 2011). Em amostras biolégicas
essa analise foi proposta através de espectrofotometria (BEBAWY et al., 2005),
CLAE (VAN DER MEER;BROWN, 1987; ERK, 2003b; ELSHANAWANE;
MOSTAFA;ELGAWISH, 2009) e CLAE-EM (KOLOCOURI et al., 2007; SONG
et al., 2007; PAREKH et al., 2008; SALVADORI et al., 2009; TUTUNJI et al.,
2009).

Apesar da grande quantidade de métodos propostos para quantificar os
farmacos, sua determinagao simultdnea na forma farmacéutica comprimido é
pouco relatada. Entre esses métodos destacam-se os que utlizam CLAE
(KIRSCHBAUM;PERLMAN, 1984; IVANOVIC et al., 2004; USP, 2008; 2011),
CLAE com deteccao de fluorescéncia (OUYANG et al., 1998b-a; OUYANG et
al., 1999), espectrofotometria (SALEM et al, 1991; PANDERI;PARISSI-
POULOU, 1992) e calibracdo multivariada (USTUNDAG;DINC, 2003). Dentre
esses destaca-se o trabalho de Kirschman, Gnico em que sdo determinados
além dos farmacos as impurezas. Porém este nao permite a anélise de CTZ, e
as analises de CAP, HCTZ e BTDZ sao realizadas por sistema cromatografico

diferente do utilizado para determinar CAD. Até agora nao foi encontrado um
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método que permita quantificar simultaneamente captopril, hidroclorotiazida e

seus compostos relacionados na forma farmacéutica comprimido.

3.6.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) surgiu na década de
60 pela unido da cromatografia liquida as teorias e instrumentacao da
cromatografia gasosa. A inovacao em relacdo a cromatografia liquida foi a
utilizagdo de particulas de fase estacionaria menores, 0 que promove maior
eficiéncia de separacao, mas necessita a utilizacao de bombas para eluir a fase
mével (CASS;DEGANI, 2001).

A sensiblidade e seletividade da CLAE a tornaram uma das técnicas
mais utilizadas para fins qualitativos e quantitativos nos ultimos anos, com
destaque para a andlise ambiental, médica e principalmente em industrias
farmacéuticas. Estima-se que mais de 90% dos laboratérios de analises
espalhados pelo mundo utilizam pelo menos uma modalidade de CLAE em
fase reversa (TONHI et al., 2002).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ou CLAE é um método analitico
de separacao, identificacdo e quantificagdo. Ele permite analisar misturas de
compostos promovendo sua separac¢ao de acordo com as caracteristicas fisico-
guimicas de cada composto e com a interagdo desses com a fase estacionaria
e a fase mébvel. As interacbes podem ocorrer por pontes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas, interacdes hidrofébicas e forcas de Van der Waals.
De acordo com a natureza da interagdo o modo de separacdo é classificado
em cromatografia em fase reversa, fase normal, de troca i6nica e por excluséo
(CASS;DEGANI, 2001).

A cromatografia em fase reversa € a mais utilizada e emprega fase
estacionaria de baixa polaridade e fase moével de maior polaridade, a fase
normal utiliza polaridades invertidas (TONHI et al., 2002). O modo de
separacao é escolhido em funcao das caracteristicas dos analitos, como por
exemplo: peso molecular, polaridade e carater i6nico. Também depende da
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fase estacionaria e fase movel para cada classe de soluto (CASS;DEGANI,
2001).

Um cromatografo a liquido é composto por reservatério, bombas de
pressao e fluxo constante, injetor de amostra, coluna cromatografica, forno da
coluna, detector e um sistema de registro e tratamento de dados. Atualmente
esses componentes sdo computadorizados, permitindo que parametros como
temperatura, fluxo e composicdo de fase mével (eluicdo gradiente) sejam
alterados individualmente no equipamento, o que é fundamental para o
desenvolvimento de métodos analiticos (SNYDER;KIRKLAND;GLAJCH, 1997;
CASS;DEGANI, 2001).

A separacao na CLAE ocorre nas colunas cromatograficas, estas podem
ser separadas inicilmente em colunas analiticas e preparativas conforme a
quantidade de material a ser cromatografado (CIOLA, 1998). Ha uma
diversidade de materiais que sdo empregados como fase estacionaria, sendo a
composicao desta fundamental para a separacdo dos compostos e sua escolha
feita antes do desenvolvimento do método (SNYDER;KIRKLAND;GLAJCH,
1997; CASS;DEGANI, 2001).

A temperatura do forno é um parametro que afeta diretamente o perfil
cromatografico dos compostos. Um aumento da temperatura promove reducao
do tempo de retencao principalmente de amostras ionizaveis, embora amostras
neutras também possam ter mudancas significativas na retencao. Além disso, é
um parametro muito util para melhorar a resolucao entre picos, sem alteracéo
da coluna ou da fase mével (SNYDER;KIRKLAND;GLAJCH, 1997).

O fluxo da fase mével afeta diretamente o tempo de retencao dos
compostos e a pressao do sistema (SNYDER;KIRKLAND;GLAJCH, 1997). A
eluicdo da fase mével em gradiente pode melhorar a resolucéo e seletividade
do método, favorecendo a separagdo e diminuindo o tempo de corrida para
amostras contendo analitos com uma ampla faixa de retencdo (K). Em
consequéncia da maior complexidade e numero de variaveis envolvidas, a
eluicdo gradiente apresenta maior dificuldade na reprodutibilidade dos dados
(CASS;DEGANI, 2001).
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Os sistemas de deteccao mais empregados na CLAE séo o arranjo de
fotodiodos (DAD) ou detector de UV-Visivel, fluorescéncia, indice de refracao,
infravermelho, polarimetro e dicroismo circular, eletroquimicos, espalhamento
de luz (light-scattering), ressonancia magnética nuclear e espectrdmetro de
massas. Alguns fatores fundamentam a escolha do sistema a ser utilizado,
entre eles tem-se a sensibilidade, seletividade, rapidez de resposta, linearidade
e limite de deteccao (CASS;DEGANI, 2001). Optou-se pela utilizacdo do CLAE
com detector de DAD devido a sua ampla utilizacao industrial e em laboratérios
analiticos,e aos compostos de interesse apresentarem absorcdao na regiao do
ultravioleta.

Nos Quadros 3, 4 e 5 estao especificadas as condi¢cdes cromatograficas
encontradas na literatura para determinacao de CAP, HCTZ e seus compostos
relacionados por CLAE-UV.
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Fluxo Comprimen Temp
Compostos Referéncia Coluna Fase Movel : to de onda o
(mL/min) (nm) (eC)
(BRASIL, 2005;
CAP e CAD — BRITISH C18 (L1) Mistura filtrada e degaseificada de
Captooril comprimidos PHARMACOPOEIA 250 x4,6 mm, Ac. fosférico 0,11%: metanol 1,0 220 25
ptop P * | COMMISSION, 2005; 5 um (45:55, VIv).
USP, 2011)
(BRASIL, 2005; Mistura filtrada e degaseificada de
CAD - PHARMAGOPOEIA 300 5.9 mm Ac. fosforico 0,05%: 1,0 220 25
Captopril matéria-prima. ) ’ ’ tetrahidrofurano 9% em metanol ’
COMMISSION, 2008; 5um (67:33, v/v). Isocratico
USP, 2011) e '
(ESPANOLA, 1954;
CAD — PHARMACOPOEIA, C18 (L1) Mistura filtrada e degaseificada de
. e . 1994; BRITISH 125 x4,0 mm, Ac. fosfoérico 0,05%: metanol 1,0 220 25
Captopril matéria-prima. | ) BMACOPOEIA 5 um (50:50, v/v). Isocratico
COMMISSION, 2005)
C18 (L1) Mistura filtrada e degaseificada de Ajustar
CAD - (PHARMACOPOEIA, 300 x 3.9 mm Agua: metanol: Ac. para CAD 520 o5
Captopril matéria-prima. 2006) 10 ’m ’ Fosférico(1000:1000:1, v/v). eluir em
H Isocratico 10min
\(/:)a/daa(c::igz dbeag(: 0,1 M Tampao de biftalato de
CAP em comprimidos (MIRZA;TAN, 2001) P potassio:Metanol:agua 1,0 280 45
troca 250 x 4,6 mm, . )
10 um (25:150:825, v/v), pH 6.0

QUADRO 3 — PARAMETROS CROMATOGRAFICOS ENCONTRADOS NA LITERATURA PARA QUANITIFICAR CAP E CAD POR CLAE-UV.
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i . Fluxo | Comprimento | Temp.
Compostos Referéncia Coluna Fase Movel (mL/min) | de onda (nm) | (2C)
CTZ - (BRITISH C18 (L1) FM A: Tampéao fosfato pH 3,2: metanol:
Hidroclorotiazida matéria- PHARMACOPOEIA 100 x4.6 mm. 3um tetrahidrofurano (940:60:10, v/v). 0,8 224 25
prima e comprimido COMMISSION, 2005) ’ o Gradiente
HCTZ e BTDZ - C18 (L1) Mistura filtrada e degaseificada de
Hidroclorotiazida (USP, 2011) 250 x4,6 mm, NaH,PO,0,1M: ACN (9:1, v/v), pH 2 254 25
comprimido 5um 3,0%0,1. Isocratico
HCTZ - C18 (L1) Mistura filtrada e degaseificada de
Hidroclorotiazida matéria- (BRASIL, 2005) 250 x4,6 mm, NaH,P0O,0,1M: ACN (9:1, v/v), pH 2 254 25
prima e comprimido 3a10um 3,0+0,1. Isocratico
Ajustar
HCTZ - C18 (L1) Mistura filtrada e degaseificada de para
Hidroclorotiazida (PHAR“Q’SSS POEIA, | 250 xa,6 mm, NaH,PO, 0,1M: ACN (9:1, viv), pH | HCTZ 254 25
matéria-prima 5um 3,0+0,1. Isocrético eluir em
10min
Symmetry C8 FM A: Tampaofosfato 0,02M pH 7,0
';gjﬂ;t:‘s“a:'glzr‘:l::”;o (HERTQ%SS otal, 150 x3,9 mm. (KHoPO, e Na,HPO,):ACN (93:7, v/v) 1 280 35
P gradag 5um FM B: ACN. Gradiente
. I —— . - .
HCTZ e ramipril em (BELAL et al., 2001) Supelcosil™ LC-8 | ACN: perclorato de sodio 0,1M (46:54, 15 210 o5

comprimidos

150 x 4,6 mm, 5 um

v/v), pH 2,510,2.

QUADRO 4 - PARAMETROS CROMATOGRAFICOS ENCONTRADOS NA LITERATURA PARA QUANTIFICAR HCTZ E SEUS COMPOSTOS
RELACIONADOS POR CLAE-UV.
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Compostos Referéncia Coluna Fase Movel (nl:ll_l/':‘?n) ggr::s:;;n& r::)) ng;’ '
Beckman ]
CAP e HCTZ em comprimidos | (IVANOVIC et al, 2004) | Yltrasphere ODS | Metanol:Agua (45:55, vv), | 4 210 40
150 x 4,6 mm, pH 3,8
5um
_ Ac. Fosforico 0,5%: .
CAP, CAD, HCTZ e BTDZ | (KIRSCHBAUM:PERLMAN, |~ Phenyi(L11) - Metanol (75:25, vv). | Gradien- 210 30
1984) 300 x4,6 mm Gradi te
radiente
Mistura filtrada e
CAP,HCTZ e BTDZ - L11 (Phenyl) degaseificada de Ac.
Captopril e hidroclorotiazida (USP, 2011) 300 X 4.6 mym fosforico: metanol: agua 1,5 210 25
comprimidos. ’ (0,5:250:750, v/v).
Isocratico
Mistura filtrada e
CAD - L11 (Phenyl) ~ degaseificada de
Captopril e hidroclorotiazida (USP, 2011) Y, Ac.fosférico: metanol: agua 1,5 210 25

comprimidos

300 x 4,6 mm

(0,5:550:450, v/v).

Isocratico

QUADRO 5 - PARAMETROS CROMATOGRAFICOS ENCONTRADOS NA LITERATURA PARA QUANTIFICAR CAP E HCTZ POR CLAE-UV
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3.7 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacao consiste no fornecimento de evidéncias de que os critérios
necessarios para a aplicagdo pretendida foram atendidos. Seu objetivo é
garantir que o método proposto conduz a resultados confidveis e com a
qualidade desejada. Deve ser realizada com equipamentos e instrumentos
adequadamente calibrados e validados, por operador competente na area de
estudo (INMETRO, 2003).

Segundo a ANVISA o método deve apresentar os requisitos de
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e exatiddao (BRASIL, 2003). Porém, os parametros a serem
avaliados podem variar conforme o objetivo do método. Antes da validacao é
necessario realizar algumas etapas prévias, que incluem a qualificacdo dos
equipamentos a serem utilizados, a andlise da estabilidade das solugdes
reagentes e o teste de adequabilidade do sistema. A importancia de cada teste
esta relacionada com seu potencial de influenciar as analises (SHABIR, 2003).

A qualificagdo dos equipamentos engloba sua correta instalacao,
operacionalidade conforme especificacées de exatidao, precisdo e linearidade
pré-definidas e performance sob as condigdes de andlise. A estabilidade das
solugdes, sob as condicbes de armazenamento estabelecidas, deve ser
verificada por, pelo menos, 24h e se da através da comparagao dos resultados
obtidos destas com os de solugdes preparadas recentemente. A variacéo
tolerada para os resultados depende do tipo de andlise (doseamento ou analise
de impurezas) (SHABIR, 2003).

O teste de adequabilidade do sistema se baseia nos fatores:
equipamento, componentes eletrénicos, operacdes analiticas e amostras,
analisando-os como um todo (SHABIR, 2003). Os parametros de conformidade
a serem avaliados e os critérios de aceitagdo devem ser definidos para cada
experimento e se manter apropriados durante sua realizacao. Segundo o FDA,
os critérios a serem monitorados sao: fator caudal (< 2), retengado relativa
(normalmente > 2), resolugéo (> 2 entre o pico de interesse e o do interferente

mais proximo), desvio padrao relativo (< 1%, para n > 5) e numero de pratos

41



tedricos (> 2000) (FDA, 2000). Normalmente sédo requeridos pelo menos dois
destes critérios para garantir a conformidade do sistema (RIBANI et al., 2004).
A etapa seguinte é a validacgdo do método. Os métodos sao

classificados segundo sua finalidade em quatro classes conforme o Quadro 6:

CATEGORIA FINALIDADE DO TESTE

Testes quantitativos para a determinagéo do principio ativo em produtos

| A 1 - .
farmacéuticos ou matérias—primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagéo de impurezas e
produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas

1] Testes de performance (por exemplo: dissolugao, liberagdo do ativo)

v Testes de identificacao

QUADRO 6 — CLASSIFICAGAO DOS METODOS SEGUNDO SUA FINALIDADE
FONTE: (BRASIL, 2003).

Os parametros a serem avaliados na validacdo de um método sao
determinados conforme essa classificacao e podem ser vistos no Quadro 7:

) CATEGORIA | _CATEGORIANl | - \1EGORIA | CATEGORIA
PARAMETRO - Ensaio
I Quantitativo | 7. - m v
imite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * Nao
. _ | Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Precisao . = 5
Intermediaria o o Nao o Nao
Limite de deteccéo Nao Nao Sim * Nao
Limite de quantificagao Nao Sim Nao * Nao
Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

NOTAS: * Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** Se houver comprovacgao da reprodutibilidade nao é necessaria a comprovagéo da
Precisao Intermediéria.

QUADRO 7 — ENSAIOS NECESSARIOS PARA A VALIDAGCAO DO METODO ANALITICO
SEGUNDO SUA FINALIDADE
FONTE: (BRASIL, 2003).
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3.7.1 SELETIVIDADE

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes, tais como, impurezas, produtos de
degradacao e componentes da matriz (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004; ICH,
2005).

O ICH e a ANVISA definem da mesma forma seletividade e
especificidade, porém a IUPAC sugere a utilizacdo somente do termo
seletividade. Um método de separacdo que produz resposta para uma unica
substancia de interesse pode ser chamado de especifico e um que produz
resposta para varios compostos quimicos, com uma caracteristica em comum,
pode ser chamado de seletivo. Considerando-se que ha poucos métodos que
respondam a apenas um analito o termo seletividade é mais apropriado
(VESSMAN, 1996; RIBANI et al., 2004).

Além disso, o detector UV-VIS, o mais comumente utilizado em CLAE, é
seletivo, por isso a denominacdo mais adequada para esse teste parece ser
seletividade (LANCAS, 2004). A seletividade é o primeiro passo no
desenvolvimento e validacdo de um método analitico e deve ser reavaliada
continuamente. Caso a seletividade nao seja assegurada, 0s parametros
exatidao, precisao e linearidade ficam comprometidos (RIBANI et al., 2004).

Para os testes de identificacdo é preciso comparar amostras contendo o
farmaco com outras que contenham compostos estruturalmente semelhantes a
ele. A capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas
relacionadas que podem estar presentes é demonstrada pela obtengdo de
resultados positivos para o composto de interesse e negativos para compostos
com estrutura semelhante (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para analises quantitativas e analise de impurezas, devem ser
comparados os resultados obtidos de amostras adicionadas de quantidades
apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras ndo adicionadas, o que
demonstra que os resultados do doseamento ndo sado afetados por esses
materiais. Quando a impureza ou o padrdao do produto de degradacado nao

estiverem disponiveis, pode-se comparar os resultados do teste das amostras
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contendo impurezas ou produtos de degradacdo com os de um procedimento
bem caracterizado como, por exemplo, metodologia farmacopéica ou outro
procedimento validado. Essas comparacées devem incluir amostras
armazenadas sob condi¢cdes de estresse como: luz, calor, umidade, oxidacéao,
hidrélise acida e basica (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Métodos cromatograficos podem garantir a pureza dos seus picos
através de testes em que, com o auxilio de detector de arranjo de fotodiodos,
(DAD) ou espectrometria de massas, demonstra-se que o pico cromatografico
€ atribuido a um sé componente (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004; ICH,
2005). A seletividade € obtida na pratica otimizando-se as condi¢des
cromatograficas como: polaridade e pH da fase moével, fluxo de eluicao,
temperatura da coluna, recheio e fabricantes de coluna (LANCAS, 2004). Para
descrever a especificidade do método alguns parametros devem ser calculados
nos cromatogramas: resolucao, retencao relativa, fator de capacidade, fator de

simetria do pico e numero de pratos teéricos (INMETRO, 2003).

3.7.2 LINEARIDADE

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracao do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003;
ICH, 2005).

Para determinar a linearidade € recomendada a analise de no minino 5
diferentes concentragdes, sendo cada uma destas em triplicata. Os dados
obtidos devem ser organizados na forma de grafico da concentragdo pela
resposta do detector e tratados estatisticamente. A partir da reta determina-se
o coeficiente de correlacao, interseccdo com o eixo y (x=0), coeficiente angular,
soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padrao
relativo (DPR), que deve ser menor que 2,0% (SHABIR, 2003; ICH, 2005).

O coeficiente de correlagdo fornece uma estimativa da qualidade da
curva, quanto mais préoximo de 1,0 menor é a dispersdao dos dados e a
incerteza dos coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al.,, 2004). O
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critério minimo aceito pela ANVISA é de um coeficiente de correlagdo maior
que 0,99 e pelo INMETRO maior que 0,90. Valores superiores a 0,999 sao
considerados evidéncia de ajuste ideal dos dados para a linha de regressao
(SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.7.3 INTERVALO

E a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um
método analitico, que possa ser determinada com precisdo, exatiddao e
linearidade adequada (BRASIL, 2003; ICH, 2005)). Derivado do estudo de
linearidade o intervalo depende da aplicacdo pretendida do método (BRASIL,
2003; ICH, 2005). A tabela 4 traz os valores de intervalo sugeridos para cada

tipo de ensaio:

TABELA 4 — INTERVALO SUGERIDO PARA O ESTUDO DE LINEARIDADE SEGUNDO O
METODO ANALITICO

METODO INTERVALO RECOMENDADO (%)

Quantificacdao do analito em matéria-prima 80-120%.
ou produto final

Determinacao de impurezas Do nivel de impureza esperado até 120% do
limite maximo especificado.

Determinacao de impurezas com potencial Limites adequados as quantidades de
para causar efeito toxico ou efeito impurezas a serem controlados.
farmacologico inesperado

Uniformidade de contetido 70-130% da concentracao teodrica do teste.

Ensaio de dissolucao 1 20% do intervalo especificado.

FONTE: (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

O intervalo pode ser determinado dividindo-se o sinal do detector
(unidades de area ou altura, no CLAE) pela respectiva concentracdo obtendo
as respostas relativas. Gerando um grafico dessas respostas pela
concentracdo em escala logaritmica deve-se obter uma reta horizontal, que se

estende por toda a faixa linear. Duas linhas horizontais paralelas ao gréafico de
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+ 5% da linha da faixa linear determinam o intervalo dentro do qual flutuacdes
sao aceitaveis e 0 método é considerado linear (RIBANI et al., 2004).

3.7.4 PRECISAO

A precisado consiste na avaliacao da proximidade dos resultados obtidos
em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra sob condi¢des pré-estabelecidas (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Pode ser
expressa em variancia, desvio padrao ou coeficiente de variacao de uma série
de medidas (ICH, 2005).

A precisao pode ser considerada em trés niveis: repetibilidade (precisdo
intra-corrida), precisao intermediaria (preciséao inter-corrida) e reprodutibilidade
(precisao inter-laboratorial).

3.7.4.1 Repetibilidade (precisao intra-corrida)

A repetibilidade é o grau de concordancia entre os resultados obtidos
dentro de um curto periodo de tempo sob as mesmas condi¢cdes operacionais
(analista, método, instrumentacdo). Pode ser verificada em um minimo de 9
determinacdes contemplando 3 niveis de concentracbes (alta, média e baixa)
dentro do intervalo linear do método e analisados em triplicata, ou em um
minimo de 6 determinagdes a 100% da concentracédo do teste (BRASIL, 2003;
SHABIR, 2003; ICH, 2005).

A ANVISA utiliza o termo repetibilidade, porém o mesmo conceito é
adotado pelo INMETRO como repetitividade (BRASIL, 2003a; INMETRO,
2003).

O limite de repetibilidade permite avaliar se a diferenga entre as
repeticoes é significante e, para um intervalo de confianca de 95%, pode ser
calculado a partir da seguinte formula (INMETRO, 2003):

R = 2,8 x s (desvio padrao) (1)
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A repetibilidade ndo deve ser confundida com a precisdo do instrumento,
a qual é determinada através de no minimo 10 injecdes da mesma amostra
(SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004). Segundo o FDA o DPR para essas
analises deve ser < 1% (FDA, 1994; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.7.4.2 Precisao intermediéria (precisao inter-corrida)

A precis&o intermediaria € a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério obtidos em dias diferentes, com analistas e/ou equipamentos
diferentes. Recomenda-se um minimo de dois dias diferentes, com analistas
diferentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A precisao intermediaria indica o efeito
das variacoes dentro do laboratério, e por esse motivo tem maior
representatividade na variabilidade dos resultados do método em comparacao
a repetibilidade. Os ensaios segundo o ICH e ANVISA sdo os mesmos
propostos para a repetibilidade. A precisdo intermediaria pode ser expressa
pela estimativa do desvio padréo relativo, também conhecida como coeficiente
de variacao (RIBANI et al., 2004).

3.7.4.3 Reprodutibilidade (precisao interlaboratorial)

A reprodutibilidade é a concordancia entre os resultados obtidos em
laboratérios diferentes. E utilizada quando se deseja padronizar um método
analitico ou inclui-lo em farmacopéias, sendo resultado da colaboragédo entre
laboratérios (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Os ensaios segundo o ICH e ANVISA sdao os mesmos propostos para a
repetibilidade e precisdo intermediaria, porém devem ser realizados em
condigdes operacionais diferentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A IUPAC néao
recomenda tirar conclusées com menos de cinco laboratérios, recomendando
oito (RIBANI et al., 2004). O valor aceitavel deve ser definido de acordo com o

método, a concentragdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade
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do método, porém, ndo se admite valores de DPR superiores a 5% (BRASIL,
2003).

3.7.5 EXATIDAO

A exatidao de um método analitico é a proximidade entre os resultados
obtidos pelo método em estudo com um valor aceito como verdadeiro, existem
varios métodos para sua avaliacao (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Quando se determina farmacos pode-se avaliar a exatidao utilizando o
método proposto para analisar uma substancia de pureza conhecida (padrao
de referéncia) ou pela comparacdo dos resultados obtidos com os de uma
metodologia bem caracterizada com exatidao ja estabelecida (BRASIL, 2003;
ICH, 2005).

Para uma forma farmacéutica, analisa-se uma amostra em que
quantidade conhecida do farmaco foi adicionada a uma mistura dos
componentes do medicamento (placebo contaminado). Na indisponibilidade
destes, pode ser realizada a analise pelo método de adi¢cdo de padrdo, em que
se adicionam quantidades conhecidas do analito (padrdao de referéncia) ao
medicamento (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para impurezas, utiliza-se o método de adicdo de padrdao, em que
quantidades conhecidas da impureza e/ou produto de degradacdo sao
adicionadas ao farmaco ou medicamento e na indisponibilidade destes
compara-se 0s resultados com os de um método bem caracterizado (BRASIL,
2003; ICH, 2005).

O ICH e a ANVISA estabelecem um minimo de nove determinagdes,
envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracao realizados em
triplicata. As concentragdes devem estar dentro do intervalo do método. Antes
de determinar a exatidao é preciso definir a seletividade, a linearidade e o
intervalo do método (FDA, 2000; BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2008; 2011).

A exatidao expressa o percentual de farmaco recuperado no ensaio, em
relagdo a quantidade de analito adicionada na amostra ou a diferenca entre a
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média e o valor aceito como verdadeiro junto com os intervalos de confianca
(ICH, 2005). O FDA recomenda uma recuperagao em torno de 100 = 2% do
valor real para doseamento, nas trés concentracdes testadas dentro do
intervalo linear do método. Para analise de impurezas se aceita a recuperacao
absoluta de 0,1% ou relativa de 10% em relagdo a concentragéo tedrica, o que
for maior, para impurezas na faixa de 0,1-2,5% (p/p) (AOAC, 1993; SHABIR,
2003). ANVISA e ICH nao definem valores de recuperacao.

3.7.6 LIMITE DE DETECGAO (LD)

O LD é a menor concentracdo do analito na amostra que pode ser
detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condigdes
experimentais definidas. Pode ser obtido por diferentes métodos. Uma delas é
a analise de solucdes do analito em concentracées conhecidas e decrescentes
até o menor nivel detectado, onde se consegue diferenciar o sinal analitico do
ruido. Duas outras formas utilizadas sdo a relacdo de 3 vezes o ruido da linha
de base e o calculo do LD de acordo com o desvio padrao da resposta e
inclinacdo da curva de calibracdo contendo concentragbes préximas ao
suposto limite de deteccdo (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004; ICH, 2005).

Esse ultimo método se baseia na seguinte féormula:

LD = DPa x 3 2)
IC

DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo y de no minimo trés
curvas de calibracdo construidas contendo a concentragdo do farmaco
préximas ao suposto limite de quantificacdo. Este desvio também pode ser
obtido a partir da curva de calibracdo obtida pela analise de um numero
apropriado de amostras do branco. O IC é a inclinagédo da curva (BRASIL,
2003; ICH, 2005).
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Segundo o INMETRO, limite de deteccao do método é a concentracao
minima de uma substancia medida e declarada com 95 ou 99% de confianca

de que a concentracao do analito € maior que zero (INMETRO, 2003).

3.7.7 LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

O LQ é a menor concentragcdo do analito na amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo adequadas sob as condigdes
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003; ICH, 2005). E
especialmente utilizado na quantificacdo de impurezas e produtos de
degradacao em farmacos e formas farmacéuticas, € expresso em concentracao
do analito (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Assim como o LD o LQ pode ser determinado por trés métodos: (1)
através da analise de solucbes com concentracdes conhecidas e decrescentes
até atingir o nivel determinavel com precisdo e exatidao aceitaveis, (2) pela
relacado de 10 vezes o ruido da linha de base e (3) calculado de acordo com o
desvio padrao da resposta e inclinacdo da curva de calibracdo contendo
concentracdes proximas ao suposto limite de quantificacao (BRASIL, 2003). A

férmula utilizada para o calculo é:

LQ = DPa x 10 (3)
IC

O método mais utilizado para técnicas analiticas no geral é o da relacao
sinal-ruido. Porém em técnicas de separacdo como a cromatografia e a
eletroforese muitas vezes o ruido nao é trivial (RIBANI et al., 2004). O LD e LQ
podem ser afetados por condigdes cromatograficas, picos mais afilados
apresentam maior relacao sinal-ruido e consequentemente LQ e LD menores
(SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004). Uma alternativa quando as condicdes
cromatograficas atrapalham a determinagdo do LQ é utilizar o método de
calculo a partir da curva de calibracdo (RIBANI et al., 2004).
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3.7.8 ROBUSTEZ

A robustez mede a capacidade do método em resistir a pequenas, mas
deliberadas, variagdes nos parametros analiticos e indica sua confianga
durante o uso (BRASIL, 2003; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004; ICH, 2005).
O método é considerado robusto quando nao é afetado por essas pequenas
modificacoes (RIBANI et al., 2004).

A ANVISA e o ICH recomendam variagdes em alguns fatores para a
cromatografia liquida: variacao do pH, da composicao e do fluxo da fase moével,;
diferentes lotes ou fabricantes de colunas e variagées na temperatura. No
entanto, ndo determinam a quantidade de variacdo a ser imposta ao método.
Green e Ribani sugerem variacao do solvente organico na fase movel de + 2%,
pH modificado em £ 0,1 unidade e temperatura do forno da coluna + 5°C em
relacao ao especificado (GREEN, 1996; RIBANI et al., 2004).

O INMETRO recomenda o teste de Youden, que permite avaliar a
robustez e ordenar e tipificar a influéncia de cada uma das variacées nos
resultados finais. Consiste em oito ensaios com uma combinacao fatorial dos
efeitos, cujos resultados permitem verificar qual o efeito ou combinacdo de
efeitos que apresentam variacées (RIBANI et al., 2004).

O método, apds validado, esta apto para ser utilizado nas anélises a que
se destina, no nosso caso, quantificar CAP, HCTZ e suas impurezas em
comprimidos. Uma pesquisa dos medicamentos disponiveis comercialmente
contendo esses farmacos evidenciou a quantidade de opcdes, em especial de

geneéricos.

3.8 MEDICAMENTOS GENERICOS E SIMILARES

Fazendo frente ao monopodlio das grandes industrias transnacionais,
surgiu em diversos paises, no final da década de 60, a idéia de produzir
medicamentos nacionais utilizando denominacao genérica. Esta lei foi primeiro

implementada nos Estados Unidos em 1984, e possibilitou o surgimento da
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industria farmacéutica que comercializava ndo mais pelo nome da marca, mas
pelo nome genérico (GEREZ, 1993; FERNANDES, 2001).

No Brasil, a Lei n° 9787 de 10 de fevereiro de 1999, estabeleceu o
medicamento genérico e regulamentou a sua aquisicdo no ambito do Sistema
Unico de Salde (SUS). Segundo essa lei, medicamento genérico é
“medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador, que se pretende
ser com este intercambiavel, geralmente produzido apdés a expiragdo ou
renlincia da protecdo patentaria ou de outros direitos de exclusividade,
comprovada a sua eficacia, seguranca e qualidade, e designado pela
Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou, na sua auséncia, pela
Denominagdo Comum Internacional (DCI)” (BRASIL, 1999a).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude e ANVISA os
medicamentos genéricos devem satisfazer os mesmos padrées de qualidade,
eficacia e seguranca que o produto original, ou inovador, além de serem
clinicamente intercambiaveis com estes (BRASIL, 1999a). Tais medicamentos

tém como principais vantagens:

- Oferecer a populagdo medicamentos de melhor qualidade, mais
seguros e eficazes, comprovados através da realizacdo de testes de

equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia;

- Disponibilizar medicamentos de menor preco, visto que os fabricantes
de genéricos nao precisam investir em pesquisa para 0O seu

desenvolvimento nem em propaganda;

- Reduzir os pregos dos medicamentos de referéncia, com a entrada de

medicamentos concorrentes (genéricos);
- Favorecer 0 acesso da populacdo aos medicamentos;

- Fortalecer a industria nacional proporcionando o desenvolvimento

tecnoldgico das mesmas e, consequientemente, do pais;
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Para a obtengcdo de registro como medicamento genérico o0
medicamento deve comprovar sua equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia
com o medicamento de referéncia (BRASIL, 1999b).

Ja o medicamento similar, segundo a Lei n® 9787 de 10 de fevereiro de
1999, € “aquele que contém o0 mesmo ou 0S mesmos principios ativos,
apresenta a mesma concentracdo, forma farmacéutica, via de administragao,
posologia e indicagdao terapéutica, e que é equivalente ao medicamento
registrado no 6rgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria, podendo
diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma do produto,
prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos, devendo
sempre ser identificado por nome comercial ou marca”. Para seu registro junto
a ANVISA devem ser apresentados os resultados dos testes de equivaléncia
farmacéutica, descrevendo a metodologia utilizada, realizados por laboratérios
habilitados (REBLAS) para os medicamentos de venda sob prescricdo médica
e nao isentos deste estudo. Além disso, a partir da RDC n? 17 de 02 de margo
de 2007 os similares devem apresentar também os resultados dos testes de
biodisponibilidade relativa, comprovando sua bioequivaléncia com o
medicamento referéncia (BRASIL, 2007b). A bioequivaléncia é a auséncia de
diferenca significativa entre a velocidade e quantidade de principio ativo que
atinge o sitio de acdo apds a administracdo de um equivalente farmacéutico
(genérico ou similar) na mesma dose molar do medicamento referéncia e sob
condicoes similares.

A exigéncia dos estudos de bioequivaléncia dos similares fez com que
as principais diferencas entre estes e 0s genéricos sejam: a denominacao e o
preco. A denominacdo pela DCB ou DCl fez com que surgissem as
propagandas institucionais, divulgando entdo o fabricante de genéricos e nao
mais o medicamento, enquanto os fabricantes de similares continuam com a
propaganda de cada medicamento individualmente. Através dos incentivos
federais a producao, comercializacdo e uso de medicamentos genéricos estes
conseguem ser mais acessiveis a populacéo do ponto de vista econémico que
o medicamento de referéncia. Um estudo realizado por Vieira e Zucchi com 135

apresentacoes de genéricos e seus medicamentos de referéncia, revelou que
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0s genéricos sao introduzidos no mercado com precos em média 40% menores
do que os medicamentos de referéncia (VIEIRA;ZUCCHI, 2006).

A intercambialidade caracteriza a possibilidade de escolha entre dois
medicamentos para os mesmos fins terapéuticos ou profilaticos com garantia
da mesma eficacia e seguranca terapéutica, e é estabelecida entre o

medicamento referéncia e seus genéricos.

3.9 EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

O registro dos medicamentos genéricos exige comprovagao das boas
praticas de fabricacdo, do controle de qualidade, dos estudos de equivaléncia
farmacéutica e de bioequivaléncia, assegurando que estes sdo equivalentes
terapéuticos do medicamento referéncia (STORPIRTIS et al, 2004).
Medicamentos sdo considerados equivalentes farmacéuticos quando possuem
mesma forma farmacéutica, mesma via de administracdo e mesma quantidade
da mesma substancia ativa, podendo ou nao conter excipientes idénticos,
desde que bem estabelecidos para a funcao destinada. Devem cumprir com 0s
mesmos requisitos da monografia individual da Farmacopéia Brasileira, ou com
os de outros compéndios oficiais reconhecidos pela ANVISA, satisfazendo
testes como o de identificacdo, impurezas, doseamento e dissolugdo. A
equivaléncia farmacéutica é exigida pela legislacao brasileira e os testes sao
realizados in vitro, ndo envolvendo, portanto, seres humanos (BRASIL, 1999b;
2010).

A equivaléncia farmacéutica pode ser considerada um indicativo da
bioequivaléncia relativa/ biodisponibilidade entre os medicamentos em estudo
sem, no entanto, garanti-la. E uma etapa inicial indispensavel no registro de um
medicamento como genérico e, consequentemente, na intercambialidade entre
este e seu medicamento de referéncia (STORPIRTIS et al., 2004). A descricao
do teste de equivaléncia farmacéutica e o modo como deve ser desenvolvido o0
estudo do perfil de dissolucdo dos medicamentos estdopresentes na Resolucéo
RE n° 310 de 12 de setembro de 2004 (BRASIL, 2004).
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Variagbes na formulacdo, ou mesmo na técnica de fabricagdo, podem
gerar diferencas substanciais na absor¢cdo e consequentemente na resposta
terapéutica dos farmacos (POLLI;CRISON;AMIDON, 1996;
ROUGE;BURI;DOELKER, 1996). Verifica-se que a ineficacia clinica observada
com o uso de alguns medicamentos, além de episédios de intoxicagdo, esta
estritamente relacionada a biodisponibilidade de produtos farmacéuticos
(STORPIRTIS;CONSIGLIERI, 1995). Isso destaca a necessidade de atencao
especial com as formas farmacéuticas soélidas, em que a dissolucéo do farmaco
pode ser afetada significativamente pelas caracteristicas inerentes ao préprio
farmaco, bem como pela presenca de diferentes excipientes além das técnicas
de fabricagdo empregadas (ARANCIBIA, 1991; STORPIRTIS;CONSIGLIERI,
1995).

A maior preocupacdo em termos de equivaléncia farmacéutica,
biodisponibilidade, bioequivaléncia e intercambialidade recai sobre
medicamentos apresentados sob formas farmacéuticas para as quais existem
muitos fatores que podem alterar a liberacdo, a dissolucdo e a absorcado do
farmaco no organismo como é o caso dos comprimidos. Logo, nota-se que
analises in vitro rigorosas, quanto a qualidade dos medicamentos genéricos e
similares produzidos no Brasil, sdo o primeiro passo para assegurar a eficacia
terapéutica dos mesmos quando comparados aos medicamentos de referéncia.
Ressaltando entre os testes in vitro a importancia da determinacao do perfil de

dissolucéo.

3.10 ENSAIOS DE DISSOLUCAO

A liberacdo da substancia ativa da forma farmacéutica sélida e sua
dissolucdo sao etapas criticas para a biodisponibilidade de um farmaco, uma
vez que ele deve estar soluvel para ser absorvidoe chegar ao sitio de acao.
Essas etapas podem ser avaliadas através do perfil de dissolucéo.

A dissolugdo de um farmaco pode sofrer alteragcbes em funcdo de

diversas caracteristicas inerentes ao proprio farmaco, aos excipientes
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presentes na formulacdo ou ainda ao processo de fabricacdao. Dentre as
caracteristicas inerentes ao préprio farmaco estdo o tamanho das particulas, o
polimorfismo, o estereoisdmerismo, a higroscopicidade e a solubilidade
(STORPIRTIS et al., 2004).

Genéricos e similares podem conter na sua formulacdo excipientes
diferentes dos utilizados no medicamento referéncia; ou ainda os mesmos
excipientes em proporgdes diferentes. A influéncia desse fator na liberacéo e
dissolucdo do farmaco pode ser observada através dos estudos de dissolucao,
0 que explica sua utilizacdo nos processos de desenvolvimento de
medicamentos auxiliando na melhora da formulacdo, na escolha de excipientes
e na melhora do préprio processo. Também sdo muito utilizados no controle de
qualidade, permitindo avaliar alguns parametros do medicamento produzido de
forma facil e barata (COSTA, P.;LOBO, J. M.S., 2001).

A comparacdo de perfis de dissolugdo permite conhecer o
comportamento do medicamento antes dos ensaios de bioequivaléncia, isentar
dosagens menores desses ensaios e é Util para alteragcbes poés-registro
(BRASIL, 2010). Como consequéncia, reduz a quantidade de estudos de
bioequivaléncia que precisariam ser feitos.

O estudo de dissolugcao descrito na farmacopéia compreende a
exposicao da forma farmacéutica sélida a condi¢coes pré-estabelecidas de meio
de dissolucao, velocidade de agitacao, temperatura e aparato. A analise € feita
quantificando a porcentagem de farmaco dissolvido em fungcdo do tempo. As
farmacopéias brasileira e americana apresentam discrepancias quanto as
condicbes do ensaio de dissolucdo para comprimidos de captopril e
hidroclorotiazida. Para comprimidos de CAP, a brasileira indica a utilizacao de
acido cloridrico 10 vezes mais concentrado que o previsto pela americana
mantendo os critérios de aceitagdo. Para comprimidos de HCTZ a farmacopéia
brasileira utiliza rotacdo de 150 rpm e como critério de aceitacao dissolucao de
pelo menos 60% de HCTZ em 30 minutos enquanto a americana utiliza 100
rom de rotacdo e a mesma porcentagem de dissolucdo deve ser atingida em 60

minutos.

56



O perfil de dissolucéo é o ensaio de dissolugdo no qual se faz a retirada
de varias aliquotas em diferentes tempos para estabelecer a curva de
%dissolvida x tempo. A determinacao das porcentagens de farmaco dissolvidas
¢ feita através de método de quantificacdo de compéndios oficiais ou
previamente desenvolvido e validado. A partir da curva resultante determina-se
a cinética do processo de dissolugao, e outros parametros, tais como, o tempo
de laténcia da forma farmacéutica (tempo para o inicio do processo de
desagregacao), eficiéncia e velocidade de dissolucao (STORPIRTIS et al,
2004). O tipo de farmaco, a sua forma polimoérfica, cristalinidade, tamanho de
particula, solubilidade e quantidade incorporada na forma farmacéutica podem
influenciar a cinética de liberacao (EL-ARINI;LEUENBERGER, 1995; COSTA,
P.;LOBO, J.M.S., 2001)

Ha uma grande dificuldade na comparagao dos resultados do perfil de
dissolucao, pois apesar de haver varios métodos propostos para esse fim ainda
ndao esta determinado qual o melhor para cada caso. A interpretacio
quantitativa dos valores obtidos nos ensaios de dissolucado é facilitada pela
utilizacdo de uma equacao genérica, que traduz matematicamente a curva de
dissolucdo em funcdo de alguns parametros relacionados com a forma
farmacéutica. Em alguns casos, essa equacado resulta da simples analise
tedrica do processo, como € o caso da cinética de ordem zero. Porém, na
maioria dos casos, ndo existe um fundamento teédrico, sendo adotada uma
equacao empirica mais adequada (EL-ARINI;LEUENBERGER, 1995; COSTA,
P.;LOBO, J.M.S., 2001).

Os métodos para comparacao dos perfis de dissolucdo podem ser
classificados em trés categorias: modelos baseados na andlise da variancia
(ANOVA), modelos independentes e modelos dependentes. Os independentes
sao divididos em testes de razao (razao de porcentagem dissolvida, area sob a
curva ou tempo de dissolucdo médio) e testes combinados (fatores de
diferenca f1 e semelhanca f2 e indices de Rescigno). Os dependentes
englobam os modelos matematicos, entre os quais se destacam: cinética de

ordem zero, cinética de primeira ordem, Hixson-Crowell, Higushi, Weibull,
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Baker-Lonsdale, Korsmeyer-Peppas (COSTA, P.;LOBO, J.M.S., 2001; COSTA,
P.;LOBO, J. M.S., 2001; SERRA;STORPIRTIS, 2007).

Dentre todos os métodos propostos na literatura para realizacédo da
comparacao dos perfis de dissolucdo, os fatores de diferenca f1 e semelhanca
f2 apresentam facil aplicacao e interpretacao, sendo f2 adotado pela ANVISA e
FDA como método para comparacao dos perfis de dissolucao de genéricos e
similares com o do referéncia (FDA-CDER, 1997; BRASIL, 2010). Estes fatores
sdo duas equacgbes que permitem avaliar a diferenca ou semelhanca entre a
porcentagem de farmaco dissolvido por unidade de tempo entre um produto
teste e outro de referéncia. Porém, para farmacos muito sollveis f2 perde seu
poder discriminativo e € necessario comprovar a rapida dissolugdo através do
gréfico da curva de dissolugdo (BRASIL, 2010). O fator f2 é calculado através

da equacao a seguir:

T,

F2=50x iqgj ]:H

(V& e ™
| Q%(gz—f:)ﬂ %100

(4)

Onde n é o numero de tempos de coleta, Rt € a porcentagem de
dissolugdo do medicamento referéncia em um tempo t e Tt € a porcentagem de
dissolucao do medicamento teste no tempo t. Quanto mais préoximo de 100 o
valor de f2, maior a semelhancga entre os objetos de estudo. Para os perfis de
dissolucado de dois medicamentos serem considerados semelhantes f2 deve
possuir valor entre 50 e 100.

A eficiéncia de dissolugédo (ED%) é definida como a area sob a curva de
dissolucdo até um determinado tempo expressa como porcentagem da area
que corresponderia a 100% de dissolugcdo nesse mesmo tempo (COSTA,
P.;LOBO, J. M.S., 2001). E um método amplamente utilizado, que avalia ndo
apenas a quantidade de farmaco liberado ao fim de um determinado tempo,
mas a cinéticade de liberacdo ao longo de todo o periodo em questdo. Devido
a esta caracteristica poder ser teoricamente relacionado com os dados in vivo,
uma vez que a extensao da absorg¢do de um farmaco in vivo é proporcional a

concentracao do farmaco dissolvida e ao tempo que este permanece em
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contato com as regides de absorcdo do trato gastrintestinal (KHAN, 1975;
MANADAS;PINA;VEIGA, 2002).

Os modelos dependentes sdo baseados em modelos matematicos que,
apos selecao de uma fungao adequada, permitem avaliar os perfis em relagao
aos parametros derivados do modelo aplicado. Através dos modelos cinéticos
podem ser tiradas conclusdes a respeito da velocidade do processo, da
quantidade maxima dissolvida e dos pontos nos quais podem ocorrer
mudancas significativas na dissolucao (SERRA;STORPIRTIS, 2007).

O modelo cinético de ordem zero representa a dissolucao de farmacos
contidos em formas farmacéuticas que ndo desagregam e com liberacao lenta,
desde que a sua area nao se altere nem sejam atingidas condicoes de
equilibrio. Formulacdes que seguem este perfil liberam a mesma quantidade de
farmaco por unidade de tempo, sendo o modelo de ordem zero o ideal para as
formas farmacéuticas de liberacdo prolongada (COSTA, P.;LOBO, J.M.S.,
2001; MANADAS;PINA;VEIGA, 2002).

Para formas farmacéuticas de liberacao imediata a cinética caracteristica
€ a chamada de primeira ordem. O farmaco é liberado de forma proporcional a
quantidade remanescente no seu interior, de tal modo que a quantidade de
farmaco liberada por unidade de tempo diminui, € o caso de farmacos
hidrossoluveis contidos em matrizes porosas (COSTA, P.;LOBO, J.M.S., 2001;
MANADAS;PINA;VEIGA, 2002).

Higuchi desenvolveu varios modelos para estudar a liberagcdo de
farmacos sollveis e poucos sollveis a partir de matrizes semi-sélidas e solidas.
O modelo conhecido como Higuchi ou pseudo zero ordem descreve a liberacao
como um processo de difusdo fundamentado na lei de Fick, onde a
porcentagem de farmaco liberada € dependente da raiz quadrada do tempo.
Esse modelo caracteriza formas farmacéuticas de liberacdo modificada, nas
quais a dissolucdo ocorre com velocidade controlada (COSTA, P.;LOBO,
J.M.S., 2001; MANADAS;PINA;VEIGA, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os padrées de captopril (CAP) e hidroclorotiazida (HCTZ) utilizados
foram adquiridos do INCQS - Farmacopéia Brasileira e possuem pureza de
99,6 e 100,1% respectivamente. Foram utilizados padrées USP de dissulfeto
de captoprii (CAD) (99%) e clorotiazida (CTZ) (99,2%), enquanto
benzotiadiazina (BTDZ) com pureza de 98% foi adquirida da Sigma-Aldrich.
Todos os padrdes se encontravam dentro do prazo de validade.

As formas farmacéuticas foram comprimidos de CAP 25mg, HCTZ 25
mg e a associacdo CAP e HCTZ 50 / 25 mg adquiridos em farmaciascomerciais
de Curitiba. Foram comprados medicamentos genéricos de CAP de sete
diferentes marcas intitulados GC1, GC2, GC3, GC4, GC5, GC6 e GC7 e seis
similares intitulados SC1, SC2, SC3, SC4, SC5 e SC6, além do medicamento
referéncia Capoten (REFC). Foram encontrados quatro similares (SH1, SH2,
SH3 e SH4) e dois genéricos (GH1 e GH2) de HCTZ, além do medicamento
referéncia Clorana (REFH). O medicamento referéncia para a associagdo de
CAP e HCTZ, Lopril D(REFCH), foi utilizado no desenvolvimento do método, e
além dele foram analisados dois genéricos da associagdo denominados GCH1
e GCH2. Como fabricantes desses medicamentos encontram-se: Biosintética,
Bristol-Myers Squibb, Cazi, Cifarma, Cimed, EMS, Eurofarma, Geolab,
Germed, Hexal, Medley, Multilab, Sandoz, Sanofi-Aventis, Teuto, Unido
Quimica, Vitapan.

Os excipientes de grau farmacéutico utilizados foram: lactose, amido,
celulose microcristalina, estearato de magnésio e acido estearico.

As vidrarias volumétricas utilizadas estavam calibradas. As filtracoes da
fase mével foram realizadas em membrana de PTFE 0,45 ym com 47 mm de
didametro, enquanto as das amostras em filtro de seringa PVDF 0,45 pm com 11
mm de diametro (Millex®), ambos adquiridos da Millipore. As pipetagens foram
realizadas com micropipetas analiticas Gilson calibradas. Os reagentes
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utilizados na composicdo da fase mével e solucdes diluentes foram: agua
ultrapura obtida através de ultrapurificador de agua Milli-Q A10 Gradiente-
Millipore Corporation (Bedford, EUA), acido fosférico 85,8% PA, acido férmico
88% grau CLAE, fosfato de s6dio monobasico PA, acetonitrila (ACN) e metanol
grau CLAE da J. T. Baker (Phillipsburg, USA) e &cido cloridrico 37% (F.Maia).
Solugdes tampao de pH 4,01 e 7,01 (Merck) foram utilizados para calibragdo do
pHmetro.

As colunas analiticas utilizadas foram: Waters Spherisorb® ODS 5 um,
4,6 x 250 mm, Waters XBridge™ C18 5 pym, 4,6 x150 mm Lote 0115370461,
Waters XBridgeTM C8 5 um, 4,6 x150 mm Lote 0104370461 e Agilent Zorbax
Eclipse XDB-Phenyl 5 ym, 4,6 x150 mm do Lote B09097.

Os equipamentos utilizados foram: banho de ultra-som Branson 2510,
balanca analitica Mettler Toledo XP 205, pHmetro digital HI8519N Hanna,
espectrofotometro UV-VIS Agilent 8452, agitador de baldes Large Capacity
Mixer da Glas-Col®, friabilometro e durdmetro Nova Etica, cromatédgrafo
liqguido de alta eficiéncia Agilent 1100 Series equipado com detector DAD e
software ChemStation® versao A.10.02 e dissolutor modelo SR8 Plus acoplado

ao Auto Plus Maximizer, ambos da Hanson Research.

4.2 ANALISES ATRAVES DO CLAE-DAD

4.21 PREPARO DOS PADROES

As solucdes estoque dos padroes de CAP, HCTZ,CAD, CTZ e BTDZ
foram preparadas em metanol nas concentracbes de 50 mg/mL (CAP), 10
mg/mL (HCTZ) e 1 mg/mL (CAD, CTZ e BTDZ). As solugdes de CAD e CTZ
foram armazenadas a 4°C em frascos ambar e recondicionadas a temperatura
ambiente antes do uso, o tempo total de armazenamento foi de 30 dias. Ja as
solugdes estoque de CAP, HCTZ e BTDZ foram preparadas imediatamente
antes do uso. A solucdo padrao de trabalho foi preparada pela mistura das
solugbes estoque seguida de diluicdo com &cido fosforico 0,067% : ACN
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(85:15, v/v) para se obter uma concentracao final de 1000 pg/mL para CAP,
500 pg/mL para HCTZ, 30 pg/mL para CAD, 2,5 yg/mL para CTZ e 5 pg/mL
para BTDZ. A partir desta outras solugdes de trabalho foram preparadas
através de novas diluicdes, conforme a exigéncia de cada experimento. Todas
as solugdes de trabalho foram preparadas na mesma solugéo diluente descrita
e filtradas em filtro de seringa de PVDF (0,45 pm de poro, Millipore Millex)

antes das injecées no HPLC.

422 ANALISE DOS PADROES POR ESPECTROSCOPIA DE
ULTRAVIOLETA (UV)

Os espectros de absorcdo no UV de cada composto de interesse foram
obtidos através de ensaios de varredura em um espectrofotometro UV-VIS
Agilent 8453 e os dados foram processados através do software UVVIS Win
System A 10.01. Para tanto, solucdes estoque dos padrées de CAP, HCTZ,
CAD, CTZ e BTDZ foram diluidas separadamente em acido fosférico 0,067% :
ACN (85:15, v/v) de modo a se obter a concentracdo de 10 ug/mL de cada
composto. Estas solucées foram submetidas a varredura na regiao de 200 a
400 nm utilizando como branco a solucdo diluente citada. As bandas de
absorcao de cada composto foram avaliadas e em seguida os espectros de
varredura foram sobrepostos. O comprimento de onda escolhido foi aquele em
que todos os compostos podem ser monitorados com intensidade e
seletividade adequados.

4.2.3 PREPARO DAS AMOSTRAS DE MEDICAMENTOS

Vinte comprimidos de CAP, HCTZ ou sua associagéo foram triturados e
misturados até se obter um p6 homogéneo. Quantidade equivalente a um
comprimido (50 mg de CAP ou 25 mg de HCTZ) foi pesada e dissolvida em 15
mL de solucdo diluente (acido fosférico: ACN; 85:15, v/v) em um baldo
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volumétrico de 25 mL. As amostras foram sonicadas por 15 min e adicionadas
de 2,5 mL de ACN para favorecer a dissolugdo da HCTZ. Novamente as
amostras foram sonicadas por 15 min e em seguida realizou-se sua agitacéao
mecanica por 10 min a 40 rpm. O volume foi ajustado com solucao diluente
(acido fosférico: ACN; 85:15, v/v) e as amostras foram centrifugadas por 10 min
a 4000 rpm. Um volume de 500 pL do sobrenadante foi transferido para baldo
volumétrico de 10 mL e o volume completado com a solucdo diluente. Antes
das injecdes, as amostras foram filtradas em filtro de seringa de PVDF (0,45
um, Millipore Millex).

4.2.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO

A primeira etapa consistiu na obtencdo do espectro de varredura na
regiao do UV-Vis dos farmacos e seus compostos relacionados, para escolha
do melhor comprimento de onda para a sua quantificacdo quando presentes
em associagao.

Para o desenvolvimento do método escolheu-se a coluna Agilent Zorbax
Eclipse XDB-Phenyl 4,6 x150 mm com particula de 5 ym de didmetro, outras
colunas foram avaliadas posteriormente na otimizacdo do método. A solucao
de trabalho utilizada como referéncia no desenvolvimento foi preparada a partir
de uma solugdo estoque de forma a conter todos os compostos em
concentragdo conhecida. A escolha da coluna se baseou no tempo de
retencao, eficiéncia da coluna (numero de pratos tedricos), resolucao, fator de
cauda e tempo de corrida.

A selecdo da fase mével se baseou na capacidade de eluicdo dos
farmacos com boa resolucdo em um periodo de tempo aceitavel para uma
corrida analitica. Foram avaliadas diferentes combinacées de solugdes
aquosas com solventes orgéanicos levando em consideracdo o perfil
cromatografico obtido. As solugdes aquosas: acido fosférico 0,067%, tampao
fosfato 10 mM e acido férmico 0,05% foram combinadas em diferentes
proporcées com o0s solventes organicos ACN e metanol nos modos de eluigao
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isocratico e gradiente. Diferentes fluxos e temperaturas foram testados com a
finalidade de melhorar o tempo de corrida e perfil cromatografico. O fluxo variou

de 1,0 a 1,5 mL/min e a temperatura do forno de 25°C a 50°C.

4.2.5 DETERMINAGCAO DOS COMPOSTOS POR CLAE-DAD

A quantificagdo por CLAE-DAD dos farmacos e seus compostos

relacionados foi realizada nas seguintes condi¢cées cromatogréficas:

= Fase movel: mistura de (A) acido fosférico 0,067% (pH 2,5) e (B) ACN.

= Modo de eluicdo gradiente: to.30 min: B=15%; t31.65 min: B=35%; ts6-5,0
min: B=15%.

= Coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB-Phenyl 5 um, 4,6 x150 mm.

» Temperatura de forno: 40°C.

* Fluxo: 1,2 mL/min.

= Volume de injecéo: 20 pL.

4.2.6 CALCULO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Foram analisados 0s seguintes parametros cromatograficos: tempo de
retencao (Tr), fator de retencao (K, resolucao (Rs), nimero de pratos tedricos
(N) e fator de cauda (T) para cada composto de interesse. Esses parametros
foram calculados segundo a Farmacopéia Americana 312 edicao (USP, 2008).
As Figuras 4 e 5 demonstram as caracteristicas cromatograficas utilizadas para
calcular os parametros e as equacébes 5 a 8 a forma pela qual sdo calculados
os parametros cromatogréaficos. A eficiéncia da separacao foi monitorada pelos

parametros N, Rs e T.
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T4: tempo de retengéo do pico 1;

T,: tempo de retengéo do pico 2;

W,: largura da base do pico 1;

W,2: largura da base do pico em meia altura;
W.: largura da base do pico 2;

h: altura do pico;

h/2: meia altura do pico;

FIGURA 4 — DEMONSTRAGAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS
FONTE: (USP, 2008)

= Fator de retencao ou capacidade:

tr = tempo de retencdo do composto
to - tempo morto da coluna

= Resolugéao entre os picos (Rs):

Rs=2 x [t; - to| (6)
W1 + W2

t1 = tempo de retengdo do composto 1
to = tempo de retengdo do composto 2
W, = largura da base do pico do composto 1
W, = largura da base do pico do composto 2
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= Numero de pratos tedricos da coluna (N):
N= 16 x (t; / Wy)? (7)

ty = tempo de retencdo do composto 1
W, = largura da base do pico do composto

Fonte: (USP, 2008)

05 U DT s s 0 e

W 0s: largura da base do pico em 5% da altura do pico;

h : altura do pico;

0,05h: 5% da altura do pico;

f: largura da base da parte frontal do pico.

FIGURA 5 — EXEMPLO DE PICO CROMATOGRAFICO ASSIMETRICO

» Fator de cauda do pico:
T =Woos (8)
2f

4.2.7 IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS

A identificacdo dos compostos relacionados foi realizada comparando-se
os tempos de retencdo e os espectros de ultravioleta das amostras e dos

padrbes sob as mesmas condicdes de anélise por CLAE.
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4.2.8 VALIDACAO DO METODO POR CLAE-DAD

Os parametros especificados para a validacdo sao: seletividade,
linearidade, intervalo, precisdo, exatidao, limite de quantificacdo e de deteccao,
e robustez. A validacao deste método se baseou na norma do ICH e legislacao
brasileira de validagdo de métodos analiticos vigente conforme a ANVISA
(BRASIL, 2003; ICH, 2005).

4.2.8.1 Seletividade

Para verificacdo da seletividade foi utilizado o método da comparacéao da
matriz, que consistiu na comparacdo do cromatograma obtido para uma matriz
contendo CAP (100 pg/mL), HCTZ (50 pg/mL), CAD (9,0 pg/mL), CTZ (0,75
ug/mL) e BTDZ (1,5 pg/mL), com o cromatograma obtido para uma matriz
placebo isenta dos analitos de interesse. Para o preparo das matrizes foram
utilizados os excipientes indicados na bula do medicamento da associagao de
CAP e HCTZ, Lopril-D. As matrizes foram preparadas misturando-se lactose,
estearato de magnésio, amido, celulose microcristalina e acido esteérico de
forma a conté-los nas proporcdes de 75, 1, 12, 10 e 2%, respectivamente
(ROWE;SHESKEY;OWEN, 2006). A seletividade foi determinada pela auséncia
de picos na mistura placebo nos mesmos tempos de retencéo dos analitos de

interesse.

4.2.8.2 Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O LD e o LQ do método foram determinados para todos os compostos
através da relacao sinal/ruido. Para tanto, uma solug¢édo contendo 10 pg/mL de
cada composto foi diluida em série com a mistura acido fosférico 0,067% : ACN
(85:15, v/v) até a obtencdo do menor pico detectavel. As diluicdes foram feitas

em ftriplicata até a concentracdo de 0,005 pg/mL. Foi considerado como LD a
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menor concentragdo que resultou em um pico de trés vezes o ruido da linha de
base e como LQ a menor concentracao que resultou em um pico de dez vezes

o ruido da linha de base.

4.2.8.3 Linearidade

A Legislacdo Brasileira e o ICH recomendam que a linearidade seja
determinada com, no minimo, cinco concentragdes diferentes e cada ponto em
triplicata (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Neste método, utilizamos sete pontos em
triplicata sendo a menor concentracao correspondente ao LQ.

Os valores encontrados foram plotados em um grafico da area dos picos
cromatograficos (eixo y) pela concentracdo da amostra (eixo x) para verificar a
linearidade do método na faixa de concentragdo testada. A determinacdo da
linearidade foi feita através da anadlise da regressao linear, através da qual se
estabeleceu o coeficiente de correlacdo, intersecdo no eixo y e coeficiente
angular.

O intervalo de trabalho foi definido de acordo com a legislagédo vigente.
Compreendeu, para os compostos relacionados, do nivel de impureza
esperado até 120% do limite maximo especificado. Para os farmacos o
intervalo compreendeu a faixa de 80-120% da concentragdo de trabalho
(BRASIL, 2003).

4.2.8.4 Precisao

A precisao foi avaliada através do desvio padrao relativo ou coeficiente
de variagao entre os resultados de uma série de medidas, de uma mesma
amostra. Foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria
(BRASIL, 2003).

O ensaio de repetibilidade foi realizado em trés niveis de concentracao
para CAP (80, 100 e 120 ug/mL) e HCTZ (40, 50 e 60 pg/mL), e em quatro
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niveis para os compostos relacionados: CAD (0,313, 7,2, 9,0 e 10,8 pg/mL),
CTZ (0,078, 0,6, 0,75 e 0,9 pyg/mL) e BTDZ (0,02, 1,2, 1,5 e 1,8 pg/mL. Os
compostos relacionados foram avaliados na concentracdo de 3 x o limite no
nivel de 100%, em * 20% desta e na concentragdo correspondente ao seu
limite de quantificacdo. As amostras foram preparadas em um curto periodo de
tempo (no mesmo dia), pelo mesmo analista e analisadas sob as mesmas
condicOes. A dispersao entre os resultados das duas corridas analiticas foi
avaliada pelo coeficiente de variagao (CV%) (BRASIL, 2003; USP, 2011).

A precisdo intermedidria foi realizada pela execugcdo do mesmo
procedimento por um segundo analista apés um intervalo de dois dias. Os
resultados dos dois analistas foram comparados pela mesma ferramenta
utilizada para a repetibilidade (BRASIL, 2003; USP, 2011).

4.2.8.5 Exatidao

A exatidao foi verificada através do método de recuperacdo, em que
quantidades conhecidas dos compostos de interesse foram adicionadas a uma
mistura de excipientes (placebo do Lopril-D). A mistura placebo foi composta
por 75% de lactose, 1% de estearato de magnésio, 12% de amido, 10% de
celulose microcristalina e 2% de &acido estearico. Esses excipientes foram
pesados de forma a totalizar o peso de excipiente em um comprimido de Lopril-
D, adicionados de quantidades conhecidas dos padrbes dos analitos e
preparados conforme o item 4.2.3 do preparo de amostras de medicamentos.

A diferenca entre a resposta referente a quantidade recuperada e a
quantidade tedrica (adicionada) é chamada de recuperacado ou exatidao do
método. Sua determinacao foi feita nas mesmas concentragdes descritas no
item 4.2.8.4 da precisdo. A porcentagem de recuperacao foi calculada através

da equacéo abaixo:

Exatiddo = Concentracdo média experimental x100 9)

Concentracgao teérica
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4.2.8.6 Robustez

Para a realizagdo deste ensaio mudangas no fluxo (£ 0,05 mL/min),
temperatura (x 2°C), pH da solucao de acido fosférico (x 0,1) e composicao da
fase mével (% de fase organica e aquosa) (x 0,5%) foram realizadas, e os
resultados obtidos no método modificado foram comparados com aqueles
obtidos no método original. O método é considerado robusto quando os limites
de precisdo, exatiddo e seletividade permanecem dentro dos critérios de
aceitacdo ap6s as modificacbes. Em nossos ensaios, a resolucdo entre 0s
picos cromatograficos foi utilizada para avaliar a seletividade, enquanto que o
ensaio de recuperacao, na avaliagdo da precisdo e da exatiddo do método
frente as modificagbes. Além disso, o fator de cauda foi avaliado para verificar
o desempenho do método frente a cada mudanca realizada.

Os ensaios foram realizados pela injecdo de uma sextuplicata de uma
solucao de trabalho contendo uma mistura de 100 ug/mL de CAP, 50ug/mL de
HCTZ, 3 yg/mL de CAD, 0,25 pg/mL de CTZ e 0,5 pg/mL de BTDZ. As
ferramentas estatisticas: DPR%, intervalo de confianca, teste t de Student e
ANOVA (one way) foram empregadas para avaliar a influéncia das
modificacées nos dados obtidos.

4.3 ENSAIOS DE EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

A equivaléncia farmacéutica entre os medicamentos genéricos e
similares e o medicamento referéncia para comprimidos de CAP e comprimidos
de HCTZ foi verificada através dos ensaios farmacopéicos de identificacao,
determinacdo de peso, dureza, friabilidade, teste de desintegragao,
uniformidade de doses unitarias, teste de dissolucdo, ensaio de pureza
(captopril) e doseamento.

Uma vez que a Farmacopéia Brasileira ndo apresenta monografia para
esta associacdo, e o estabelecimento da equivaléncia farmacéutica deve

cumprir os ensaios de compéndio oficial, a farmacopéia americana 312 edicao
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foi adotada. Nesta, os ensaios previstos sdo apenas os de identificacao,
dissolucdo, uniformidade de doses unitarias, limite de CAD e BTDZ e

doseamento.

4.3.1 IDENTIFICACAO

A identificacdo € positiva quando o tempo de retencao e o espectro de
UV do pico principal do cromatograma da solu¢do amostra, obtidos no método
de doseamento de cada farmaco, equivale aquele do pico principal da solucao
do seu padrdo. Os resultados para este teste foram obtidos da mesma corrida
analitica efetuada para o doseamento dos farmacos.

4.3.2 DETERMINAGAO DE PESO

Para a determinacédo do peso médio dos comprimidos de CAP, HCTZ e
da sua associagao, 20 comprimidos foram pesados individualmente e a média
da massa foi calculada. De acordo com a farmacopéia brasileira, no maximo
duas unidades podem estar fora do limite especificado e nenhuma pode estar
fora do dobro deste. Para comprimidos com valor nominal declarado de até 80
mg o limite especificado € de £10% em relacdo ao peso médio.

4.3.3 DUREZA

A dureza expressa a resisténcia do comprimido a ruptura por pressao
radial e foi determinada através do durémetro de bancada autbnomo MOD. 298
ATTS da Nova Etica. O teste foi realizado com 10 comprimidos de cada
medicamento analisado. A dureza média minima aceitavel é de 45 N ou 4,5
kgf.
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4.3.4 FRIABILIDADE

O ensaio de friabilidade avalia a resisténcia dos comprimidos a abrasao.
E expressa em porcentagem de pé perdido apds a realizagdo do ensaio em
friabildmetro (MOD 300-1 da Nova Etica). Foram pesados 20 comprimidos os
quais foram submetidos a rotagdes de 25 rpm por 4 minutos, totalizando 100
rotacdes. Apos removido o pd, foram pesados novamente e a massa perdida
foi calculada pela diferenca entre a massa inicial e a final; a perda maxima

aceitavel é de 1,5% do peso.

4.3.5 TESTE DE DESINTEGRACAO

O teste de desintegracdo determina se o comprimido se desintegra
dentro do limite de tempo especificado. Para a realizacdo deste ensaio,
comprimidos (n=6) foram desintegrados utilizando-se um equipamento de
desintegracdo da Etica Equipamentos Cientificos S.A. MOD. 301. O ensaio
consiste na alternancia entre submersao e emersao dos comprimidos em agua
a 37°C = 1°C. Para tanto, as formas farmacéuticas foram colocadas dentro de
um aparato especifico e o aparelho acionado por 30 min. A desintegragao total
de todos os comprimidos deve ocorrer nesse periodo.

4.3.6 UNIFORMIDADE DE DOSES UNITARIAS

A uniformidade de doses unitarias foi avaliada através do método da
uniformidade de conteudo. Para isso 10 comprimidos de CAP foram
adicionados separadamente a baldo volumétrico (25 mL) contendo 5 mL de
agua e desintegrados. Em seguida, foram adicionados de 12,5 mL da mistura
etanol: agua (1:1, v/v), sonicados por 15 min, agitados mecanicamente por 15
min e o volume completado com a mesma mistura. Apdés homogeneizadas e

filtradas, as solucdes foram diluidas até concentracado de 0,02% (m/v) e entao
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analisadas através de UV (BRASIL, 2005). O teor foi determinado por
comparacdo com um padrdo preparado na mesma concentracao. Inicialmente
as amostras foram avaliadas em aparelho de UV (212 nm) e CLAE (220 nm),
porém devido a conformidade entre os resultados obtidos nos dois aparelhos e
a maior praticidade do CLAE frente ao grande numero de amostras a serem
analisadas, posteriormente apenas o método por CLAE para doseamento
descrito na farmacopéia brasileira foi utilizado.

Para a analise de comprimidos de HCTZ, 10 unidades foram
adicionadas separadamente a baldo volumétrico (100 mL) contendo 10 mL de
fase movel (fosfato de sédio monobasico 0,1 mol/L : Acetonitrila (9:1), pH 3,0).
Na sequéncia foram sonicadas por 5 min, adicionadas de 10 mL de ACN e
sonicadas novamente por 5 min. Metade do volume foi completado com fase
mével e as solugdes foram agitadas mecanicamente por 10 min. O volume foi
entdo completado com fase moével e as solugdes foram homogeneizadas,
filtradas e analisadas por CLAE. O teor foi determinado por comparagdo com
um padrao preparado na mesma concentracao.

Os comprimidos da associacdo de CAP e HCTZ foram preparados
individualmente, porém seguindo o preparo de amostra descrito no item 4.2.3,
e submetidos a analise por CLAE utilizando o método desenvolvido e validado
descrito neste trabalho.

O critério de aceitacdo € que de 10 unidades testadas, no maximo uma
fique fora da faixa de 85 a 115% e nenhuma ultrapasse a faixa de 75 a 125%,
sendo que o desvio padrao relativo (DPR) deve ser menor que 6%. Porém,
quando uma unidade ultrapassa o teor de 85-115% mas respeita a faixa de 75-
125% mais vinte unidades devem ser testadas. O critério de aceitacao para as
30 unidades é que no maximo uma fique fora da faixa de 85% a 115%,
nenhuma fique fora da faixa de 75% a 125% e o DPR seja < 7,8%.
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4.3.7 TESTE DE DISSOLUCAO

O teste foi realizado em sextuplicata em um dissolutor modelo SR8 Plus

da Hanson Research nas seguintes condigdes:

- Captopril: cubas com 900 mL de HCI 0,1 mol/L como meio de
dissolugcdo, com o aparato cesta a 50 rpm por 20 min. A quantidade de
captopril dissolvida foi analisada por CLAE a 220 nm sendo que o0s
valores de dissolucao devem ser superiores a 80% da quantidade
declarada.

- Hidroclorotiazida: cubas com 900 mL de HCI 0,1 mol/L como meio de
dissolugcdo, com o aparato cesta a 150 rpm por 30 min. A quantidade de
hidroclorotiazida dissolvida foi analisada por CLAE a 272 nm devendo a
dissolucao ser superior a 60% da quantidade declarada.

- Captopril e Hidroclorotiazida: cubas com 900 mL de HCI 0,1 mol/L
como meio de dissolugdo, com o aparato cesta a 50 rpm por 30 min. A
porcentagem de dissolucdo de captopril e hidroclorotiazida foi
determinada por CLAE a 220 nm com valores de dissolugao esperados
maiores que 80% em 20 min para CAP e 60% em 30 min para HCTZ.

4.3.8 ENSAIO DE PUREZA

4.3.8.1 Limite de dissulfeto de captopril

A amostra foi preparada conforme descrito pela Farmacopéia Brasileira
IV no doseamento de comprimidos de captopril e analisada por CLAE. O limite
de dissulfeto de captopril na amostra € de no maximo 3% da quantidade de
captopril. No caso dos comprimidos da associacdo, a determinagao foi
realizada a partir da mesma amostra e corrida analitica desenvolvidas para o

ensaio de doseamento, uma vez que o método utilizado foi o desenvolvido no
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presente trabalho e permite a determinacdo dos ativos e seus compostos

relacionados simultaneamente.

4.3.8.2 Limite de Benzotiadiazina composto relacionado A

Esse ensaio foi realizado apenas para os comprimidos da associacao de
farmacos pois esta previsto na farmacopéia americana - USP, monografia
seguida para a avaliagdo da equivaléncia farmacéutica nesse tipo de
apresentacao. Sua determinacao, assim como a do dissulfeto de captopril pode
ser feita simultaneamente ao doseamento. O limite de BTDZ na amostra é de
no maximo 1% em relagéo a quantidade de HCTZ.

4.3.9 DOSEAMENTO

Foram pulverizadas vinte unidades da amostra e preparadas conforme
previsto nas monografias de comprimidos de HCTZ e CAP da Farmacopéia
Brasileira IV ed. Os teores limite determinados pelos compéndios oficiais para o
captoprii sdo 90-110% (Farmacopéia Brasileira e USP) e para a
hidroclorotiazida sao 93-107% (Farmacopéia Brasileira) e 90-110% (USP)
(BRASIL, 2005; USP, 2008; 2011). Segundo a resolucao RE n® 310 de 1° de
setembro de 2004 a diferenca entre o teor de farmaco dos medicamentos
testados e o do medicamento referéncia ndo pode ser superior a 5% (BRASIL,
2004). Os comprimidos da associacdo de CAP e HCTZ foram preparados
segundo o item 4.2.3 de preparo de amostra de medicamentos e submetidos a
andlise por CLAE utilizando o método desenvolvido e validado exposto neste
trabalho.

Para o doseamento do CAP, massa equivalente a 25 mg de CAP foi
dissolvida em 15 mL de FM em balao volumétrico de 25 mL. Sonicada por 15
min e agitada mecanicamente por 15 min. O volume foi completado com FM e
a amostra foi homogeneizada e filtrada antes de ser analisada por CLAE. Ja
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para os comprimidos de HCTZ, uma tomada de amostra equivalente a 25 mg
de HCTZ foi pesada e dissolvida em 10 mL de FM em baldo volumétrico de 100
mL. Sonicada por 5 min, adicionada de 10 mL de ACN e sonicada por mais 5
min. O volume foi completado até a metade com FM e em seguida a solucéo foi
agitada mecanicamente por 10 min. O volume foi completado com FM e a
solucdo homogeneizada, filtrada e analisada por CLAE.

4.3.10 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As condicdes cromatograficas empregadas nos ensaios referentes a
equivaléncia farmacéutica de comprimidos de CAP e HCTZ sao descritas nas
monografias farmacopéicas destes medicamentos. Para a associacdo e na
avaliagdo dos perfis de dissolugdo foi utilizado o método desenvolvido e
validado no nosso laboratorio.

Para analise de captopril, a fase mével consistiu em uma mistura de
metanol : &cido fosférico 0,11% (55:45) a um fluxo de 1 mL/min, coluna de 250
mm de comprimento e 4,0 mm de didmetro interno empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5 um) foi utilizada, temperatura
de 25°C e cromatégrafo equipado com detector de ultravioleta a 220 nm.

Para a hidroclorotiazida empregou-se fase mével fosfato de sodio
monobasico 0,1 mol/L: acetonitrila (9:1) pH = 3,0 a um fluxo de 1,5 mL/min,
coluna de 250 mm de comprimento e 4,0 mm de didametro interno empacotada
com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5 um), temperatura de
25°C e cromatdgrafo equipado com detector de ultravioleta a 254 nm.

A coluna utilizada foi Waters Spherisorb® ODS 5 um, 4,6 x 250 mm.
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4.3.11 PERFIL DE DISSOLUCAO

O perfil de dissolucdao foi determinado em triplicata para os
medicamentos sob as mesmas condicdes previstas no ensaio de dissolugao da
monografia de comprimidos de CAP, HCTZ e da associacao, conforme a 312
edicdo da USP. As condicdes do ensaio foram programadas no dissolutor SR8
Plus da Hanson Research e no Auto Plus Maximizer.

Condicoes para determinacao do perfil de dissolucao de
comprimidos de CAP:
- cubas contendo 900 mL do meio de dissolugdo acido cloridrico 0,01
mol/L a 37°C
- aparato | (cesta)
- velocidade de rotacéo de 50 rpm
- aliquotas em 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40 min

Segundo a USP, aquantidade de CAP dissolvida deve ser superior a
80% da quantidade declarada em 20 min.

Condicoes para determinacao do perfil de dissolucao de
comprimidos de HCTZ:
- cubas contendo 900 mL do meio de dissolugéo acido cloridrico 0,1 mol/L
a37°C
- aparato | (cesta)
- velocidade de rotacao de 100 rpm
- aliquotas em 3, 5, 10, 20, 30, 50, 60 e 70 min

Segundo a USP, aquantidade de HCTZ dissolvida deve ser superior a

60% da quantidade declarada em 60 min.

77



Condicoes para determinacao do perfil de dissolucao de
comprimidos de CAP e HCTZ:
- cubas contendo 900 mL do meio de dissolucao acido cloridrico 0,1
mol/L a 37°C
- aparato | (cesta)
- velocidade de agitacao de 50 rpm
- aliguotas em 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 min

Segundo a USP,CAP deve apresentar no minimo 80% de dissolucao em

relacdo a quantidade declarada em 20 min e HCTZ mais de 60% em 30 min.

Aliquotas de 5 mL foram retiradas sem reposicdo de meio e filiradas por
filtro de seringa de PVDF de 0,45 um diretamente para vial para a analise por
CLAE-DAD.

4.3.12 COMPARACAO DOS PERFIS DE DISSOLUCAO

A comparacao dos perfis de dissolucao foi feita por analise de variancia
(ANOVA), modelos independentes (Eficiéncia de Dissolucdo e fator de
semelhanca f2) e por modelos dependentes (Cinética de Liberacao).

Para a analise baseada na ANOVA, foram utilizadas as porcentagens de
dissolucdo de cada medicamento em ftriplicata em todos os tempos de coleta,
ou seja, os dados foram utilizados integralmente. Estas porcentagens foram
calculadas a partir das areas dos picos observados no cromatograma e da
equacao de reta da curva de calibracéo.

A eficiéncia de dissolucédo (ED%) é definida como a relagdo entre a area
sob a curva (ASC) de dissolucéo e a area total do gréfico, foi calculada a partir
da ASC obtida plotando-se a porcentagem de farmaco dissolvida em funcao do
tempo. A comparagdo entre os valores de ED% foi realizada por analise de
variancia (ANOVA — fator Unico) para determinar se eram semelhantes ou néo.

Foram empregados trés modelos para determinar a cinética de liberacao
dos farmacos nos medicamentos avaliados: cinética de zero ordem, cinética de
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primeira ordem e Higuchi. O modelo que melhor caracteriza a liberagéo é
determinado a partir da analise de regressao linear realizada no intervalo em
que ocorre liberacao de farmaco a partir da formulagéo, sem formacéao de platé.

Para o modelo de ordem zero, construiu-seum grafico que relacionou
quantidade de farmaco n&o dissolvida (Qaia - Q) com o tempo (min). Onde Qaa
corresponde a quantidade de farmaco total e Q a quantidade dissolvida. O
modelo de primeira-ordem foi avaliado através do grafico que relacionou
logaritmo neperiano da porcentagem de farmaco nao dissolvida (In%ND) e o
tempo (minutos). Para avaliar o modelo de Higuchi, foi tracado um grafico de
porcentagem de dissolucdo em funcéo da raiz quadrada do tempo. O modelo
mais adequado foi determinado para cada formulacdo e farmaco através do
coeficiente de correlagdo de Pearson (R?) observado, quanto mais préximo de
1, o valor mais perto a curva esta da linearidade perfeita.

O fator de semelhanca f2 foi calculado segundo a equacao apresentada
no item 3.10, os perfis de dissolucdo de dois medicamentos foram
considerados semelhantes quando um valor de f2 entre 50 e 100 foi obtido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO POR CLAE-DAD

Os parametros cromatograficos iniciais definidos como ponto de partida
para o desenvolvimento analitico foram baseados nos dados da revisdo de
literatura, nos pontos em comum entre os métodos existentes de quantificagao

por CLAE dos farmacos em formas farmacéuticas.

5.1.1 ESPECTROSCOPIA DE ULTRAVIOLETA

A primeira etapa para o desenvolvimento do método através de CLAE-
DAD foi verificar o comprimento de onda ideal para deteccdo dos compostos.
Com essa finalidade, solu¢des de trabalho de captopril (10 pg/mL), dissulfeto
de captopril (10 pg/mL), hidroclorotiazida (10 pg/mL), clorotiazida (10 pg/mL) e
benzotiadiazina (10 uyg/mL) em acido fosférico 0,067% : ACN (85:15, v/v) foram
submetidas a varredura em luz ultravioleta de 200 a 400nm. Os espectros
foram analisados individualmente e em seguida sobrepostos para facilitar a
observacdo do comprimento de onda onde todos os compostos apresentam
absorcao adequada, como mostrado na Figura 6.
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FIGURA 6 — ESPECTRO DE ABSORCAO NO UV DE CAPTOPRIL, HIDROCLOROTIAZIDA,
DISSULFETO DE CAPTOPRIL, CLOROTIAZIDA E BENZOTIADIAZINA A 10 ug/mL EM
ACIDO FOSFORICO 0,067% : ACN (85:15, V/V).

Captopril e dissulfeto de captopril ndo possuem bons grupos croméforos
(Fig. 1 e 2) e por isso, como ja era esperado, apresentaram baixa absortividade
molar quando comparados a hidroclorotiazida e seus compostos relacionados,
0s quais apresentam anel ressonante em sua estrutura (Fig. 3).

Na sobreposicao dos espectros foi possivel observar que captopril (CAP)
e seu dimero, dissulfeto de captopril (CAD), sdo as substancias que possuem
as menores absortividades (uma vez que todas se encontram a 10 ug/mL) e
sdo os limitantes da escolha do comprimento de onda a ser utilizado, pois
apresentam absorcdo apenas entre 200 e 240 nm. CAP nao representa um
problema real a sensibilidade do método uma vez que sua concentracao no
comprimido é duas vezes maior que a de HCTZ. Porém, CAD deve ser
encontrado com um teor maximo relativo a 3% da concentracdo de CAP o que
corresponde a apenas 1,50 mg para as amostras testadas. Levando em
consideracao esses fatorese a interferéncia a que estao sujeitas as analises
empregando absorcao préxima a regiao espectral de 200 nm, o comprimento
de onda de 220 nm foi escolhido para a determinagdo dos compostos de
interesse. Estes resultados estdo em conformidade com o observado em
literatura, uma vez que 210 e 220 nm sao os comprimentos de onda mais
utilizados na determinacado de CAP por CLAE-UV (Quadros 3 e 5).

5.1.2 ESCOLHA DA COLUNA

Inicialmente, foi realizado um levantamento bibliografico para verificar os
outros métodos existentes por CLAE que envolvessem a quantificacao,
separacado ou identificacdo dos farmacos CAP e HCTZ, assim como suas
impurezas. A partir dos dados obtidos, concluiu-se que a coluna analitica mais
utilizada para os farmacos isoladamente €& a composta por grupos
octadecilsilano: C18, na fase estacionaria. A maioria dos métodos encontrados
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para a analise da associacdo em forma farmacéutica utiliza a espectroscopia
no UV e entre os poucos que empregam CLAE, o tipo de coluna mais utilizado
foi o L11 ou fenil, inclusive no método oficial da farmacopéia americana
(KIRSCHBAUM;PERLMAN, 1984; USP, 2008; 2011).

A coluna inicialmente escolhida para o desenvolvimento do método por
CLAE-DAD foi uma Zorbax® Eclipse XDB-Phenyl (5 um, 4,6 x150 mm). As
colunas fenil tém se mostrado uma alternativa interessante em analises
cromatograficas de fase reversa por apresentarem seletividade distinta das
colunas C8 e C18, podem ser usadas para separagcdes envolvendo tanto
compostos acidos quanto basicos e neutros, sendo uma boa alternativa para
andlises de aminas aromaticas como é o caso da HCTZ e suas impurezas.
Apresenta polaridade e perfil de retencdo semelhantes aos apresentados por
uma coluna composta por octasilano (C8), porém com diferencas na
seletividade. Além da alta eficiéncia de separacdo, essa coluna € composta em
seu substrato de silica ultrapura desativada com duplo endcapped, o que
inativa o maior nimero possivel de grupos silandis livres, evitando, portanto,
problemas como o aumento do fator de cauda (failing) dos picos
cromatograficos. Devido ao tratamento a que é submetida, essa coluna suporta
uma faixa de pH de 2 a 9 e temperaturas de até 60°C.

Snyder e colaboradores (1997) consideram colunas com tamanho de
150 mm de comprimento e 5 um de didmetro de particula uma boa escolha
para o inicio do desenvolvimento de um novo método, pois apresentam boa
relacdo  entre  eficiéncia  cromatografica e tempo de analise
(SNYDER;KIRKLAND;GLAJCH, 1997).

Foram avaliadas também duas outras colunas com caracteristicas
cromatograficas diferentes: Waters XBridge™ C18 (5 pym, 4,6 x 150 mm) e
Waters XBridge™ C8 (5 pym, 4,6 x150 mm). Os cromatogramas obtidos a
apartir da eluicio em modo gradiente de acido fosférico 0,067% : ACN
utilizando coluna C18, C8 e fenil pode ser observados na Figura 7.
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FIGURA 7 - COMPARAGAO DOS CROMATOGRAMAS OBTIDOS COM UMA COLUNA C18
(A), C8 (B) E FENIL (C) DE UMA SOLUGAO DE TRABALHO CONTENDO MISTURA DOS
PADROES UTILIZANDO MODO GRADIENTE DE ELUIGAO DE ACIDO FOSFORICO 0,067% :
ACN.

A coluna C18 exigiu a utilizacdo de maior proporcdo de solvente
organico e tempo total de corrida, ndo sendo capaz de separar adequadamente
todos os compostos de interesse. A coluna C8 apresentou resultados mais
parecidos com 0s obtidos com a coluna fenil. Este resultado ja era esperado
uma vez que, como ja mencionado, as colunas C8 e fenil possuem polaridades

semelhantes. Entre HCTZ e seus compostos relacionados, BTDZ apresentou
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maior retengédo na C8, e CTZ e HCTZ menor; devido a diferenga na forma e
intensidade com que foram afetados sua resolucao foi prejudicada, atingindo
valores abaixo do limite aceitavel (1,5). Ja CAP e CAD apresentaram maior
tempo de retencdo e co-eluiram com outras impurezas, o que determinou
aumento do tempo de corrida e comprometeu a seletividade do método,
conforme observado na Figura 7.

Para a coluna C8, a resolucdo entre os trés primeiros compostos foi
melhorada com a diminuicdo do componente organico na FM. Porém, isso ndo
favoreceu a parte final do cromatograma estendendo demasiadamente o tempo
de corrida. Diante dos resultados, a coluna Zorbax® Eclipse XDB-Phenyl (5 pm,
4,6 x 150 mm) foi escolhida.

5.1.3 COMPOSICAO DA FASE MOVEL

Apo6s a definicdo da coluna e comprimento de onda, iniciaram-se 0s
testes para escolha da fase movel, a fim de obter um cromatograma com
parametros cromatograficos adequados para os compostos alvo. Para isso foi
utilizada uma mistura dos compostos de interesse em concentragdes
conhecidas e respeitando a proporcdo em que se espera que estejam nos
comprimidos.

A primeira fase movel utilizada foi &cido fosférico 0,067%: Metanol
(75:25, v/v) em modo isocratico de eluicdo a 1,5 mL/min, semelhante ao
método proposto pela farmacopéia americana para os comprimidos da
associacao. A corrida teve um tempo total de 18 minutos e no cromatograma
foi observada a eluigdo de BTDZ, HCTZ e CTZ nos primeiros 5 minutos e em
torno de 12 minutos o aparecimento de um sinal muito alargado, o qual
inicialmente acreditou-se corresponder a uma mistura de CAP e CAD.

Com base neste primeiro resultado, fixamos a utilizacdo de &cido
fosférico 0,067% que apresenta pH préoximo de 2,5 como fase aquosa e
testamos como modificador organico metanol e ACN. Quando necessario, o pH
foi ajustado utilizando-se acido fosférico 85,8% PA. O fluxo inicial utilizado foi
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de 1 mL/min, pois nessa condicdo existe uma comprovada eficiéncia para
colunas com essas dimensdes sem O uso excessivo de solventes. A
temperatura escolhida foi de 25°C devido ao facil controle desta frente a
oscilagdes na temperatura ambiente e a sua ampla utilizagdo nos métodos
pesquisados.

Testou-se primeiramente a utilizacdo de metanol nas propor¢des de 25,
35 e 50% em modo isocratico de eluicdo. Observou-se que em concentragdes
de até 35% deste componente ocorria boa separacao entre BTDZ, HCTZ e
CTZ. No entanto, quando a propor¢ao de metanol foi aumentada para 50% nao
houve separacéo entre HCTZ e CTZ. O modo isocratico nao permitiu, também,
a separacao de CAP e CAD, sendo necessario o desenvolvimento de um
método com modo gradiente de eluicao.

Apenas com uma brusca elevacao da porcentagem de metanol, seguida
de eluicdo isocratica, ocorreu a separacdo dos componentes presentes sob o
sinal alargado observado no cromatograma anterior, sendo eles CAP, CAD e
mais 3 picos nao identificados. A analise subsequiente do padrdo de HCTZ nos
permitiu concluir que os trés sinais nao identificados correspondiam a
impurezas menos relevantes e nao identificadas da préopria HCTZ. Apesar de
permitir a separag¢ao, o gradiente utilizando metanol ndo promoveu um perfil
cromatografico adequado para CAP, cujo pico apresentou significativo
alargamento frontal (fronting), e determinou grande oscilacdo da linha de base
guando metanol estava em maior concentragdo, o que prejudicou a integracao
dos picos eluidos nessa condicdo. Essas limitagcdes com o uso de metanol nos
levaram a substitui-lo por acetonitrila (ACN), um solvente com maior forca
elutropica e que possui absorcao no UV até no maximo 190 nm.

No modo isocratico, foi empregado ACN 10, 12 e 15% e apesar de
observarmos inversdo na ordem de eluigdo de HCTZ e CTZ, ndo houve grande
vantagem com relacdo a resolucao do pico de captoprii e CAD quando
comparado ao metanol. A co-eluicdo de compostos foi observada novamente
no cromatograma na forma de um sinal alargado semelhante ao observado

anteriormente (Figura 8).

85



1750 4

4.233 - HCTZ

750 4

> 3.713-CTZ

1
.

N

o
F 3.268 - BTDZ

T T T
0 1 2 3

FIGURA 8 — CROMATOGRAMA OBTIDO COM COLUNA FENIL DE UMA SOLUQ;’:\O DE
TRABALHO CONTENDO MISTURA DOS PADROES UTILIZANDO MODO ISOCRATICO DE
ELUICAO DE ACIDO FOSFORICO 0,067% : ACN (85:15, V/V).
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A porcentagem de 15% de ACN promoveu boa resolucdo entre BTDZ,
CTZ e HCTZ e, assim como o observado para o metanol, o aumento na
concentracao de modificador organico promoveu separacdo adequada entre
CAP, CAD e as impurezas nao identificadas de HCTZ com a vantagem da
menor oscilacdo da linha de base. Foram avaliadas as concentracdes de 20,
25, 30 e 35% de ACN, sendo que com 35% obteve-se a melhor resolugéo entre
CAP, CAD e as impurezas nao identificadas da HCTZ (Figura 9).
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FIGURA 9 - CROMATOGRAMA OBTIDO COM COLUNA FENIL DE UMA SOLUCAO DE
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Contudo, esta abordagem também foi ineficaz na melhoria da simetria
do pico de CAP, o que s6 foi conseguido com mudancas na temperatura. Ainda
foi testada a utilizacdo de acido férmico 0,5%, porém a intensidade de sua
absorcdo em 220 nm impossibilitou seu uso.

Na busca de uma melhor simetria do pico do captopril, a concentracao
desta substancia foi reduzida pela metade, uma vez que uma das principais
causas de fronting € o excesso de amostra. Porém a redugédo néo apresentou
efeito significativo, o que nos levou a avaliar a influéncia da temperatura no
sistema cromatografico. Através desse experimento foi possivel concluir que o
aumento da temperatura é um fator determinante para melhora da simetria do
pico de captopril, e dessa forma a temperatura de 40°C foi adotada. Apés mais
alguns ajustes no gradiente da fase moével, excelente resolucédo e perfil dos
picos cromatograficos foram alcancados. O gradiente final € descrito no quadro
a segquir:
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Tempo (min) AC(;ddsl:?(:ng/I",I)CO Acetonitrila (%) Eluicao
0-3,0 85 15 Isocrética
3,1-6,5 65 35 Isocrética

6,6 — 8,0 85 15 Recondicionamento

QUADRO 8 — GRADIENTE FINAL DE ELUIGAO DA FM.

5.1.4 TEMPERATURA

Kocijan e colegas reportaram que o formato de pico para peptideos
contendo prolina, como ocorre no captopril, & altamente dependente de
temperatura, pH e fluxo. O pico pode se alargar e até se dividir dependendo da
velocidade de interconversdo entre as apresentacdes cis e trans da molécula
referentes a rotacdo em torno da ligacao pepitidica. Essa interconversao se
torna mais lenta e prejudica o formato de pico em baixas temperaturas e em pH
alcalino, nos quais o carater de dupla ligagcdo da ligacdo peptidica aumenta
restringindo a rotacdo da mesma (KOCIJAN et al., 2001). O pH da fase mével
utilizada (2,5) assim como a elevacdo da temperatura da coluna utilizada na
separagao cromatografica, acelera a cinética de interconverséo, favorecendo a
formacao de um unico pico estreito e bem definido para o CAP. Foram testadas
temperaturas de 25 a 50°C com incremento de 5°C entre cada analise (Figura
10). Observou-se significativo afilamento e correcdo do fronting do pico
correspondente ao CAP ja a 40°C sendo o gradiente de elui¢cdo otimizado para

esta temperatura.
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FIGURA 10 — CROMATOGRAMA DE CAP (100 pg/mL), HCTZ (50 pg/mL), CAD (9,0 pg/mL),
CTZ (0,75 pg/mL) E BTDZ (1,5 pg/mL) EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

Conforme pode ser observado na Figura 10, a influéncia da temperatura
no perfil cromatografico da mistura, e principalmente na simetria do captopril é
clara; porém o aumento da temperatura acima de 40°C diminuiu a resolucao
entre CAD e as impurezas da HCTZ que eluem no final da corrida. Enquanto
isso, temperaturas menores que 35°C favoreceram a assimetria do pico de
CAP, sendo que abaixo de 30°C houve prejuizo da resolucao entre CAP e
HCTZ. A temperatura promove alteracdo na retencao apenas de HCTZ e seus
compostos relacionados, praticamente ndo afetando CAP e CAD. A medida
que a temperatura diminui a retengdo de HCTZ aumenta, até que a 30°C a
resolucédo entre HCTZ e CAP fica abaixo de 1,5 e a 25°C os picos se fundem. A
40°C o pico de CAP se encontra simétrico e afilado e a resolugao entre todos
os compostos adequada, sendo portanto a temperatura escolhida para o
método.
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5.1.5 FLUXO

Na tentativa de reduzir ainda mais o tempo de corrida, diferentes vazdes
de fluxo foram testadas. O critério de escolha do melhor fluxo para compor o
método em desenvolvimento foi a correlagdo entre tempo de corrida, resolugéao
dos picos cromatograficos e consumo de FM. Os fluxos testados na otimizacao
variaram de 1,0 a 1,5 mL/min. Os resultados encontram-se dispostos na Figura

11.
L/\_ﬂ /A N 1,5 mL/min

n

.

Hidroclorotiazida

Captopril

Clorotiazida
Dissulfeto de Captopril

A 1,2 mL/min

Benzotiadiazina

f\_— 1,0 mL/min

T T T T T T
1] 2 4 ] 8 10

FIGURA 11 - CROMATOGRAMA DE CAP (100 ug/mL), HCTZ (50 ug/mL), CAD (9,0 pg/mL),
CTZ (0,75 pg/mL) E BTDZ (1,5 pg/mL) EM DIFERENTES VAZOES DE FLUXO.

O fluxo assim como a temperatura afeta com maior intensidade a
retencdo de HCTZ e suas impurezas, nao alterando significativamente CAP e
CAD. A medida que o fluxo diminui os compostos sdo eluidos mais lentamente
da coluna, porém CAP sofre menor influéncia desse parametro e dessa forma
sua resolucgao frente a HCTZ diminui. Ao contrario, o aumento do fluxo de 1,0
para 1,2 mL/min aumentou a resolucao entre CAD e as impurezas da HCTZ

eluidas ao final da corrida e entre HCTZ e CAP, apesar desta nao representar
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uma vantagem efetiva. Além disso, permitiu a reducédo da corrida em 1 min,
sendo a analise completada em 8 min. O fluxo de 1,4 mL/min apresentou
cromatograma muito semelhante ao de 1,5 mL/min, onde foi observado
aparecimento de fronting no pico de captopril. O fluxo de 1,5 mL/min
determinou um consumo de FM 50% maior que em 1 mL/min sem que
houvesse um ganho efetivo em tempo de anadlise (1,5 min menor) e ainda
promoveu a formacdo de fronting no pico de CAP. Os fluxos de 1,0 e 1,2
mL/min apresentaram boa eficiéncia cromatografica e optou-se pela utlizacao
de 1,2 mL/min devido a consideravel reducdo no tempo de analise e

caracteristicas cromatograficas apresentadas.

Desta forma, os parametros finais definidos para o método foram:

- Coluna: Zorbax® Eclipse XDB-Phenyl (5 pym, 4,6 x150 mm);

- Fase movel: acido fosférico 0,067% e acetonitrila, eluida conforme
gradiente descrito no Quadro 8;

- Comprimento de onda de deteccao: 220 nm;

- Fluxo da fase moével: 1,2 mL/min;

- Temperatura de forno: 40°C;

- Volume de injegdo: 20 L.

5.1.6  ADEQUABILIDADE DO METODO

O método foi avaliado pela determinacdo dos parametros
cromatograficos tempo de retencao (Tr), fator de retencao (K"), resolucao (Rs),
namero de pratos tedricos (N) e o fator caudal (T) segundo a Farmacopéia
Americana 342 edicdo (USP, 2008). Esses dados foram obtidos
automaticamente através do software ChemStation versdao A 10.02 a partir de
injecbes consecutivas de solugao 100 pg/mL (CAP), 50 pg/mL (HCTZ),
9,0ug/mL (CAD), 0,75 pug/mL (CTZ) e 1,5 pg/mL (BTDZ) (Figura 12) e estao

expostos na Tabela 5.
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TABELA 5 — PARAMETROS ANALISADOS PARA VERIFICAR A ADEQUABILIDADE DO
METODO

Parametros (Média de 6)

Compostos
P T. (min) K R. T N
Captopril 5,415 3,23 8,38 0,88 92684
Dissulfeto de Captopril 6,277 3,90 2,20 1,06 37565
Hidroclorotiazida 4,225 2,30 3,39 1,07 9671
Clorotiazida 3,705 1,89 3,53 1,07 12136
Benzotiadiazina 3,256 1,54 1,54 1,08 12806
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FIGURA 12 — CROMATOGRAMA DE UMA SOLUGAO TRABALHO DA MISTURA DOS
PADROES UTILIZADA PARA AVALIAR A ADEQUABILIDADE DO METODO

As farmacopéias em geral ndo trazem valores de referéncia para esses
parametros por isso a maioria dos trabalhos utilizam o Reviewer Guidance —
Validation of Chromatographic Methods (FDA, 1994) como referéncia. Segundo
este guia os valores desejaveis para um sistema cromatografico sdo: N > 2000,
K'>2, T<2, Rs > 2 com desvio padrao relativo (DPR) < 1%. Porém, estudos
mais recentes revelaram que um fator de cauda préximo de 1,0 é o desejavel
para uma analise por cromatografia liquida e que uma resolucao de pelo
menos 1,5 garante separacao completa entre dois picos. Além disso, indicaram
que um K’ >1 é suficiente para manter a exatiddo de um método (SKOOG et
al., 1999).
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Os resultados mostrados na Tabela 5 evidenciam a eficiéncia de
separacdo do método, onde se verifica que mesmo compostos em baixa
concentragdo podem ser analisados. Os valores de K’ superiores a 1 para
todos os compostos, demonstram a afinidade dos analitos pela fase
estacionaria, ou seja, garantem que todos os analitos foram cromatografados
ndo sendo eluidos no volume morto da coluna. Os compostos ficaram bem
resolvidos (Rs > 1,5), ndo havendo possibilidade de interferéncia no momento
da quantificagdo, o que também pode ser observado na Fig. 10. A simetria dos
picos foi verificada pelo fator de cauda préximo a 1 para todos os analitos. O
novo método proposto foi, portanto, considerado confidvel e reprodutivel na
determinacao de captopril, hidroclorotiazida, dissulfeto de captopril, clorotiazida

e benzotiadiazina.

5.2 VALIDACAO DO METODO POR CLAE-DAD

5.2.1 SELETIVIDADE

A seletividade foi determinada pelo método de comparacdo da matriz,
onde foram comparados os cromatogramas obtidos a partir de duas matrizes:
uma isenta dos metabdlitos de interesse e outra fortificada com 100 pg/mL de
CAP, 50 pg/mL de HCTZ, 9 ug/mL de CAD, 0,75 ug/mL de CTZ e 1,5 pg/mL
de BTDZ. A matriz consistiu em uma mistura dos excipientes: lactose (75%),
amido (12%), estearato de Mg (1%), acido estearico (2%) e celulose
microcristalina (10%). A sobreposicdo dos cromatogramas esta retratada na
Figura 13. O método demonstrou boa seletividade, ndo sendo verificada a
interferéncia dos excipientes comumente utilizados nestas especialidades
farmacéuticas na andlise. Observamos também que o0s excipientes que se
dissolveram na solucao diluente da amostra (acido fosférico 0,067%: ACN,
85:15) ndo possuem absorcao na regiao do UV.
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A- Matriz adicionada de padroes Hidmclorotiazids

2500
2000 ‘ Captopril
o Clorotiazida Dissulfeto de
. Captopril
Benzotiadiazina ptop
1000 - d\ N\ J - o S SR 4, S

o0 B- Matriz isenta

FIGURA 13 — CROMATOGRAMA DE CLAE-DAD DAS MATRIZES ISENTA E CONTENDO OS
ANALITOS DE INTERESSE.

5.2.2 LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE QUANTIFICAGAO

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados a
partir da relagao sinal/ruido. Para isso, uma solugdo contendo 10,0 pg/mL de
cada composto foi diluida de forma seriada até a concentracao que resultou no
menor pico detectavel. A menor concentracdo injetada no cromatografo liquido
foi 0,005 pg/mL. O limite de deteccao foi estabelecido pela concentracao que
determinou sinal de pelo menos trés vezes a altura do ruido da linha de base,
enquanto o limite de quantificacdo corresponde a concentracdo em que essa
relagéo € de pelo menos dez vezes. Os valores de LD e LQ encontrados para

0s cinco compostos estdo apresentados na Tabela 6.
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TABELA 6 — LIMITE DE DETECGCAO E LIMITE DE QUANTIFICAGAO DOS ANALITOS.

Concentracao

Composto Parametro Sinal / Ruido £ s
(ng/mL)
LD 0,157 4,1+0,85
CAP LQ 0,5 11,7+0,85
LD 0,01 3,45+1,13
HCTZ LQ 0,05 10,2 £ 0,42
LD 0,157 4,0+ 0,64
CAD LQ 0,313 11,65 +0,92
LD 0,01 3,3+0,71
CTz LQ 0,078 14,6 £ 0,99
LD 0,01 4,15 +1,27
BTDz LQ 0,02 12,8 £1,70

*Sinal / Ruido da fase mével = 0,050 mUA.

5.2.3 LINEARIDADE E INTERVALO

5.2.3.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada pela analise direta de curvas de
calibragdo. As curvas foram construidas através de uma série de diluicbes de
uma triplicata de solug¢ao de trabalho contendo uma mistura de 1000 ug/mL de
captopril, 500 pg/mL de hidroclorotiazida, 30 pg/mL de dissulfeto de captopril,
2,5 pyg/mL de clorotiazida e 5,0 ug/mL de benzotiadiazina. O ponto de menor
concentracao das curvas corresponde ao LQ e foi preparado pela mistura de
solucdes diluidas de cada composto separadamente. Apds as injecdes a
linearidade foi observada na faixa de 0,5 a 400 yg/mL para CAP, 0,05 a 100
pMg/mL para HCTZ, 0,313 a 14,4 yg/mL para CAD, 0,078 a 1,2 ug/mL para CTZ
e 0,02 a 2,4 yg/mL para BTDZ. A Tabela 7 traz a média das areas dos picos de
cada composto, em cada nivel de concentragédo, do ensaio de linearidade.

95



TABELA 7 — AREAS DOS PICOS DOS COMPOSTOS UTILIZADAS PARA CONSTRUGAO
DAS CURVAS DE CALIBRAGAO.

Concentragao pg/mL

Compostos
0,5 2,5 10 50 100 200 400
Média das areas (mUA)
CAP 7,61 30,15 112,08 552,54 1102,78 2212,55 4419,00
DP 0,26 1,01 2,22 7,81 4,07 3,50 7,43
CV% 3,40 3,34 1,98 1,41 0,37 0,16 0,17
0,05 0,5 2,0 10 50 75 100
Média das areas (mUA)
HCTZ 6,97 69,70 200,44 1048,76 5164,33 7713,63 10237,52
DP 0,18 1,80 0,27 14,00 45,33 25,41 22,20
CV% 2,58 2,58 0,14 1,33 0,88 0,33 0,22
0,313 3,0 4,5 7,2 9,0 10,8 14,4
Média das areas (mUA)
CAD 9,51 4545 65,57 100,96 124,85 150,12 196,87
DP 0,36 0,88 0,87 1,91 1,56 0,85 1,86
CV% 3,84 1,93 1,33 1,89 1,25 0,57 0,94
0,078 0,25 0,375 0,6 0,75 0,9 1,2
Média das areas (mUA)
CTZ 7,33 31,95 49,25 79,02 99,35 118,66 160,39
DP 0,26 0,95 0,80 0,34 0,37 0,06 0,64
CV% 3,48 2,98 1,63 0,43 0,38 0,05 0,40
0,02 0,5 0,75 1,2 1,5 1,8 2,4
Média das areas (mUA)
BTDZ 9,44 106,28 155,00 245,26 306,38 366,38 487,18
DP 0,15 0,62 0,80 0,69 0,80 1,01 0,88
CV% 1,61 0,58 0,51 0,28 0,26 0,28 0,18

O coeficiente de variagcdo permite avaliar a dispersdo dos dados em
cada nivel da curva. O maior valor obtido para nossos experimentos foi de
3,84% indicando uma baixa dispersdo dos dados. Os resultados de area de
cada analito foram submetidos a analise de regressao linear (Figuras 14 a 23)
da qual obtivemos a equacao da reta e os coeficientes de correlagao (R) para
cada composto. Para verificar o controle da relacdo entre as variaveis area e
concentracdo foram aplicados os limites de confianca e de predicdo. Para

96



calcular as incertezas ao longo da curva de calibracdo, a analise de variancia
de residuos foi aplicada em cada curva obtida. Esse teste também foi utilizado
para verificar a aceitabilidade do modelo linear utilizado, assim como para
validar a regressao. O teste de variancia de residuos e os limites de confianga
e de predicado foram realizados no nivel de confianca de 95%
(CHUIL,ZUCCHINI;LICHTIG, 2001).

5000

4000 +

3000 +

2000 +

Area (mUA)

Equation R square R value --
y =a+b*x 0,99999 0,99999 --

1000 - Value Stand. Error
B Intercept  1,40766 1,21367
B Slope 11,04443 0,00693
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Concentragéo (pg/mL)

FIGURA 14 - CURVA DE CALIBRAGAO DE CAPTOPRIL E OS RESULTADOS DA ANALISE
DA REGRESSAO LINEAR.
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FIGURA 15 - EM DESTAQUE, OS LIMITES DE PREDICAO E CONFIANGCA TRAGADOS
PARA A CURVA DE CALIBRACAO DO CAPTOPRIL.
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FIGURA 16 - CURVA DE CALIBRACAO DA HIDROCLOROTIAZIDA E OS RESULTADOS DA
ANALISE DA REGRESSAO LINEAR.
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FIGURA 17 - EM DESTAQUE, OS LIMITES DE PREDICAO E CONFIANGCA TRAGCADOS
PARA A CURVA DE CALIBRACAO DA HIDROCLOROTIAZIDA.

200

150

100

Area (mUA)

Concentragéo (pg/mL)

Equation R square R value --
50 y=a+b*x  0,99963 0,99982 -
Value | Stand. Error
B Intercept  5,39908 0,48786
B Slope 13,31761 0,05869
0 . . :
0 :Ia (Ia sla 1I2 1|5

FIGURA 18 - CURVA DE CALIBRAGAO DO DISSULFETO DE CAPTOPRIL E OS

RESULTADOS DA ANALISE DA REGRESSAO LINEAR.
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FIGURA 19 - EM DESTAQUE, OS LIMITES DE PREDICAO E CONFIANGA TRAGADOS
PARA A CURVA DE CALIBRACAO DO DISSULFETO DE CAPTOPRIL.
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FIGURA 20 - CURVA DE CALIBRAGAO DA CLOROTIAZIDA E OS RESULTADOS DA
ANALISE DA REGRESSAO LINEAR.
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FIGURA 21 - EM DESTAQUE, OS LIMITES DE PREDICAO E CONFIANGA TRAGADOS
PARA A CURVA DE CALIBRACAO DA CLOROTIAZIDA.
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FIGURA 22 - CURVA DE CALIBRAGAO DA BENZOTIADIAZINA E OS RESULTADOS DA

ANALISE DA REGRESSAO LINEAR.
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FIGURA 23 - EM DESTAQUE, OS LIMITES DE PREDICAO E CONFIANGA TRAGADOS
PARA A CURVA DE CALIBRACAO DA BENZOTIADIAZINA.

Os resultado obtidos para os 5 compostos foram avaliados através do
teste de ajuste do modelo linear, a probabilidade nula de F = F critico tabelado
confirmou a lineridade do modelo e comprovou que as variacoes em y (area)
em um mesmo nivel da curva independem de x (concentracao).

A aplicacdo de teste de validade de regressao indicou significancia das
regressées uma vez que os valores de F obtidos: 2538210 para CAP, 829959
para HCTZ, 51491 para CAD, 82778 para CTZ e 696804 para BTDZ foram
muito maiores que o F critico tabelado (4,38), com 95% de confianca. Esse
teste também permitiu concluir que a inclinagcdo da reta de regressdo nao se
deve ao acaso e que as variacbes nas areas sao reflexo das variacées na
concentragao.

O controle da relagao entre as variaveis pode ser observado nos graficos
de regressao a 95%, onde, apesar de alguns pontos se apresentarem fora do
limite de confianca nenhum ultrapassa o limite de predicdo e a curva

experimental acompanha os eixos de limite de confianca. Estes resultados
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caracterizam a exatiddo da curva e auséncia de erros sistematicos ou nao
aleatorios.

A precisdo entre as trés curvas foi comprovada pelo coeficiente de
variacdo menor que 5% nos sete niveis de concentracao (Tabela 7). Todos os
compostos apresentaram coeficiente de correlacdo R> 0,9997 e grande
eficiéncia de regressdo com valores de R?> 0,9996 (R square).

Em decorréncia dos resultados expostos o método foi considerado linear
dentro das faixas de concentragdo estabelecidas.

5.2.3.2 Intervalo de trabalho

O intervalo de trabalho corresponde a faixa entre os limites de
quantificacao superior e inferior de um método analitico e é derivado do estudo
de linearidade. Ele depende da aplicacdo pretendida do método e é
estabelecido pela confirmacao de que o método apresenta exatidao, precisao e
linearidade adequados dentro do intervalo de concentracao especificado.

Para os compostos relacionados o limite inferior do intervalo de trabalho
foi o seu respectivo limite de quantificacdo, uma vez que sua quantidade na
forma farmacéutica nao € definida, podendo se apresentar em pequenas
quantidades. O limite superior foi ampliado para 3,6 vezes o limite maximo
especificado para cada composto relacionado. Para dissulfeto de captopril o
limite especificado é de 3% da quantidade de captopril, para clorotiazida e
benzotiadiazina sdo de 0,5% e 1% da quantidade de hidroclorotiazida,
respectivamente. Suas faixas de trabalho foram, portanto, de 0,313 a 10,8
ug/mL (CAD), 0,078 a 0,9 ug/mL (CTZ) e 0,02 a 1,8 ug/mL (BTDZ).

Para captopril e hidroclorotiazida a faixa de trabalho compreendeu os
limites de 80 e 120% da concentracao teérica de trabalho, sendo portanto de
80 a 120 ug/mL e 40 a 60 ug/mL respectivamente. No entanto, as analises de
regressdo demonstraram que o método apresenta exatiddo e precisdo
adequadas para determinacdo desses compostos desde o seu limite de

quantificagao.
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5.2.4 PRECISAO

5.2.4.1 Repetibilidade

O ensaio de repetibilidade foi realizado em trés niveis de concentracao
para CAP (80, 100 e 120 ug/mL) e HCTZ (40, 50 e 60 pg/mL), e em quatro
niveis para os compostos relacionados: CAD (0,313, 7,2, 9,0 e 10,8 pg/mL),
CTZ (0,078, 0,6, 0,75 e 0,9 ug/mL) e BTDZ (0,02, 1,2, 1,5 e 1,8 ug/mL). O LQ
foi avaliado para os compostos relacionados, pois ndo ha uma previsao da sua
quantidade na amostra.

Apébs as injecdes, a dispersdo entre os resultados das duas corridas
analiticas foi avaliada pelo coeficiente de variacao (CV%) (BRASIL, 2003; USP,
2008). Em virtude dos valores de CV < 5% (Tabela 8) o método foi considerado

preciso para o ensaio de repetibilidade.
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TABELA 8 — AREAS DOS PICOS OBTIDAS PARA OS ANALITOS PARA DETERMINAGAO

DA REPETIBILIDADE.

. Concent. < Manha . Tarde . Ccv
Analito Area(mUA) + Area(mUA) Média + DP

(ng/mL) DP DP (%)

80 911,32 + 12,10 890,55 + 6,30 900,93 + 14,68 1,63

CAP 100 1126,72 + 6,63 1112,22 + 9,01 1119,47 +10,25 0,92

120 1377,80 + 18,80  1368,57 + 21,51 1373,19 + 6,54 0,48

40 402463 + 16,93  4060,37 +25,60  4042,50 + 2527 0,63

HCTZ 50 499595 + 25,74  5053,15+33,57  5024,55+ 40,45 0,80

60 6017,38 £ 20,44  6109,87 +28,29  6063,63+6540 1,08

0,313 9,32 + 0,37 8,77 £ 0,35 9,04 + 0,39 4,30

CAD 7,2 105,63 + 0,64 103,75 + 2,35 104,69 + 1,33 1,27

9 132,40 + 2,69 129,90 + 0,62 131,15+ 1,77 1,35

10,8 156,03 + 0,50 154,85 + 1,05 155,44 + 0,84 0,54

0,078 6,35 + 0,24 6,37 + 0,10 6,36 + 0,01 0,19

CTZ 0,6 80,20 + 0,17 79,88 + 0,24 80,04 + 0,22 0,28

0,75 101,57 + 1,93 100,18 + 0,31 100,88 + 0,98 0,97

0,9 120,73 + 0,46 119,68 + 0,80 120,21 + 0,74 0,62

0,02 10,75+ 0,8 11,083+0,13 10,92 + 0,24 2,16

BTDZ 1,2 255,23 + 3,50 253,90 + 1,70 254,57 + 0,94 0,37

1,5 323,73 £ 6,57 320,12 + 2,65 321,93 + 2,56 0,79

1,8 385,33 + 0,85 381,22 +5,12 383,28 + 2,91 0,76

mUA = mili unidade de area.

DP = desvio padréo.

CV = coeficiente de variagéo.

5.2.4.2 Precisao Intermediaria

A precisao intermediaria foi avaliada nos mesmo niveis de concentragao
descritos para a repetibilidade. Para tal, um segundo analista executou o
procedimento apds um intervalo de dois dias, os resultados dos dois analistas
foram comparados pela mesma ferramenta utilizada para a repetibilidade
(BRASIL, 2003; USP, 2008).
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A comparagédo entre os resultados dos dois analistas se encontra na
Tabela 9, a variagcdo encontrada para todos os analitos em todos os niveis de
concentracao foi menor que 5%, caracterizando o método como preciso para o
ensaio de precisdo intermediaria. Em virtude dos resultados obtidos pode-se
inferir que o método proposto é preciso.

TABELA 9 - AREAS DOS PICOS OBTIDAS PARA OS ANALITOS PARA DETERMINAGAO DA
PRECISAO INTERMEDIARIA.

Analito  Concent. A‘:\enaazlr:msttﬂ\; % Afena?::fltJi?i Média + DP Ccv
(ng/mL) DP DP (%)

80 911,32+ 12,10 892,73 +12,30 902,03 + 13,14 1,46

CAP 100 1126,72 + 6,63 1140,57 + 4,62 1133,64 + 9,79 0,86
120 1377,80 + 18,80  1373,33 15,83 137558 +3,17 0,23

40 4024,63 + 16,93  3879,08 43,97  3951,86+ 102,92 2,60

HCTZ 50 4995,95 + 2574  4956,88 + 24,39 497642 +27,62 0,56
60 6017,38 + 20,44  5955,17 +4550  5986,28 + 43,99 0,73

0,313 9,32 + 0,37 8,79 + 0,24 9,05 + 0,37 4,11

CAD 7,2 105,63 + 0,64 110,41 £ 5,21 108,02 + 3,38 3,13
9 132,40 + 2,69 140,95 + 1,80 136,68 + 6,05 4,43

10,8 156,03 + 0,50 163,88 + 5,96 159,96 + 5,55 3,47

0,078 6,35 + 0,24 6,50 + 0,17 6,43+ 0,11 1,65

o1z 0,6 80,20 + 0,17 75,57 + 0,44 77,88 + 3,28 4,21
0,75 101,57 + 1,93 96,22 + 1,77 98,89 + 3,78 3,82

0,9 120,73 + 0,46 116,36 + 3,90 118,55 + 3,09 2,61

0,02 10,75+ 0,8 10,33 0,14 10,54 + 0,29 2,79

BTDZ 1,2 255,23 + 3,50 246,40 + 9,62 250,82 + 6,25 2,49
15 323,73 + 6,57 314,80 + 14,70 319,27 + 6,32 1,98

1,8 385,33 + 0,85 382,83 + 4,84 384,08 + 1,77 0,46
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5.2.5 EXATIDAO

O parametro exatiddo foi avaliado através do método da recuperagéo, foi
analisado nos mesmos niveis de concentracdo que a precisdo e, da mesma
forma, realizado em triplicata. Foram comparadas as areas correspondentes a
cada composto em cada nivel de concentragdo na mistura placebo com suas
areas na auséncia de excipientes. As areas dos compostos foram obtidas a
partir de solugdes de trabalho contendo todos os analitos nos mesmos niveis
de concentragao utilizados.

TABELA 10 — RESULTADOS DO ENSAIO DE EXATIDAO.

. Concent. Teor recuperado o,y Recuperacao

Analito  1o6rica (ng/mL)  (ug/mL)xDP GV (%) (%)

81,043 81,132+ 0,416 0,513 100,11

CAP 101,303 100,112 + 0,851 0,850 98,82

121,564 122,528 + 0,837 0,683 100,79

41,724 41,367 + 0,162 0,392 99,15

HCTZ 52,154 52,206 + 0,387 0,741 100,10

62,585 62,930 + 0,336 0,535 100,55

0,309 0,312 + 0,007 2,322 100,75

CAD 7,181 7,140 + 0,034 0,470 99,42

8,977 8,920 + 0,056 0,630 99,37

10,772 10,836 + 0,031 0,289 100,59

0,077 0,077 £ 0,002 3,170 100,51

CTZ 0,606 0,614 + 0,008 1,325 101,31

0,757 0,765 + 0,002 0,313 101,00

0,909 0,907 £ 0,014 1,541 99,77

0,020 0,020 + 0,0004  2,06788 100,30

BTDZ 1,256 1,268 + 0,016 1,299 100,98

1,570 1,580 + 0,004 0,240 100,65

1,884 1,869 + 0,053 2,817 99,22

Os resultados foram expressos em % de recuperacdo, € esta se
encontrou entre 98,82% e 101,31%, estando em concordancia com o critério da
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FDA. Esta recomenda variacdo na recuperacdo de + 2% para métodos de
doseamento nos trés niveis de concentracdo da faixa de trabalho (AOAC,
1993; SHABIR, 2003). Além disso, o coeficiente de variagcdo (CV%) foi menor
que 5% para todos os niveis e compostos. Devido aos valores de recuperacao
obtidos e a pequena variagao dos dados, o método foi considerado exato.

5.2.6 ROBUSTEZ

O estudo da robustez avalia a capacidade de um método analitico em
permanecer inalterado frente a pequenas e deliberadas variacées. A ANVISA e
o ICH recomendam para métodos por cromatografia liquida alteragbes em
fatores como pH, composicao e fluxo da fase mével, lotes ou fabricantes de
colunas e temperatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Em nossos ensaios, a robustez foi realizada pela injecdo de uma
sextuplicata de uma solucédo de trabalho contendo uma mistura de 100 pug/mL
de CAP, 50 yg/mL de HCTZ, 3 ug/mL de CAD, 0,25 pg/mL de CTZ e 0,5 pg/mL
de BTDZ nas condi¢des originais e modificadas do método. As ferramentas
estatisticas: CV%, intervalo de confianga, teste t de Student e ANOVA (fator
unico) foram empregadas para avaliar a influéncia das modificagbes nos dados
obtidos. Os resultados para avaliacdo da robustez estao expostos nas Tabelas
11 a 15.
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TABELA 11 — FATORES DE CAUDA DOS ANALITOS DETERMINADOS SOB VARIAGAO DE FLUXO, TEMPERATURA, FASE MOVEL E pH.

Dissulfeto de

Parametro Captopril Captopril Hidroclorotiazida Clorotiazida Benzotiadiazina
avaliado T+DP  CV% T+DP  CV% T+DP  CV% T+DP  CV% T+DP  CV%
Fluxo (mL/min)
115 0890003 0 1070028 0 1060002 (.. 1070002 (o4 1070003 o
1,20* 0,88 + 0,004 1,07 0,011 1,06 + 0,002 1,07 + 0,002 1,07 + 0,002
1,25 089+0004 040 107+0,014 928 106 +0,003 918 107+0,003 999 107+0008 912
Temperatura
38°C 0,860,006 o 1100007, o0 1060004 1070002 oo 1,070,005
40°C* 0,88 + 0,004 1,06 + 0,014 1,07 + 0,002 1,07 + 0,003 1,08 + 0,003
42°C 0.91+0005 8 1,06 +0,008 903 107+0,002 923 107+0,003 910 108+0,002 93°
Acetonitrila
145%-345% 0880006 o 1,05£0081 o 1,06£0003 40 10820003 ¢ 1070003 ¢
15,0% - 35,0%* 0,88 + 0,004 1,06 +0,014 1,07 + 0,002 1,07 0,003 1,08 + 0,003
15,5% - 35.5% 0,89 + 0,007 2:80 106 +0,025 939 106 +0,003 O 107+0,002 %74 107+0,004 932
pH
2.4 0890008 o 1080034 oo 1060002 oo 11020002 1080002 oo
25 0,88 + 0,004 1,06 +0,014 1,07 + 0,002 1,07 0,003 1,08 + 0,003
26 0.88+0005 023 099+0014 &1 106 +0,002 919 105+0,003 70 107+0,002 922

*Condigdes originais do método.
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TABELA 12 - RESOLUGCOES DOS ANALITOS DETERMINADAS SOB VARIAGAO DE FLUXO, TEMPERATURA, FASE MOVEL E pH.

Dissulfeto de

R Captopril . Hidroclorotiazida Clorotiazida Benzotiadiazina
Parametro Captopril
avaliado Resolucao o Resolucao o Resolucao o Resolucao o Resolucao o
S0 GV o CV% o CV% o CV% o CV%
Fluxo (mL/min)
115 74120015 oo 1940100 o 342:0013 (g 3650016 0 1550003 o
1,0+ 8.41 + 0,020 1,85 + 0,085 3.38 + 0,007 3.51 + 0,020 1,53 + 0,001
1,25 888+0021 %2 18940055 '™  336+0011 23  357:00s6 23 155+0,002 000
Temperatura
38°C 71950040 oo 18880032 oo, 3450012 ., 365%0019 . 1610005 50
40°C* 8.38+0,014 2.06 +0,120 3.39 + 0,005 3.53 + 0,022 1,54 + 0,002
42°C 973:0059 1049 53340097 1004 33410011 108 33910021 28° 146+0,005 388
Acetonitrila
145%-345% 75350029 Lo 21350074 e 341£0007 (.0 37850038 L., 1620002 43
15,0% - 35,0%* 8.37 + 0,012 214 +0,122 3.39 + 0,005 3.54 + 0,021 1,54 + 0,002
155%-355% 9.33+0009 °7  234+0085 **?  335:+0019 0%  326+0070 *’®  1,46:0002 388
pH
2.4 8590062 |0 33280033 g0 3390014 .. 351£0015 ., 1540005 o
25" 8.38 +0,014 210+ 0,132 3.39 + 0,005 3.53 + 0,022 1,54 + 0,002
26 825+0046 13 133+0041 3192 33940011 %10 34910018 091 154 +0,003 038

*Condigdes originais do método.
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TABELA 13 — RESULTADOS DE RECUPERAGAO DE CAPTOPRIL E DISSULFETO DE CAPTOPRIL DETERMINADOS SOB VARIAGAO DE FLUXO,
TEMPERATURA, FASE MOVEL E pH.

Captopril Dissulfeto de Captopril
Parametro
avaliado Recuperagdo Intervalo de cv p p Recuperagdo Intervalo de cv p p
(%)™ Confianga (%) % (T test) (ANOVA) (%)™ Confianca (%) % (T test) (ANOVA)
Fluxo (mL/min)
1,15 100,16 0,252 99,40 0,430
1,20* 100,00 99,77 -100,23 0,130 1,000 0,462 100,00 98,90-101,10 0,340 1,000 0,581
1,25 99,90 0,685 99,42 0,166
Temperatura
38°C 100,36 0,202 99,94 0,944
40°C* 100,00 99,36 - 100,64 0,230 1,000 0,293 100,00 98,48 - 101,52 0,210 1,000 0,899
42°C 99,93 0,750 99,61 0,624
Acetonitrila
14,5% - 34,5% 100,37 0,284 99,69 0,762
15,0% - 35,0%* 100,00 99,36 - 100,64 0,210 1,000 0,408 100,00 98,48 -101,52 0,170 1,000 0,930
15,5% - 35,5% 100,02 0,901 99,94 0,907
pH
2,4 100,40 0,272 99,74 0,797
2,5* 100,00 99,36 - 100,64 0,210 1,000 0,295 100,00 98,48 - 101,52 1,840 1,000 0,004
2,6 100,32 0,376 103,06 0,012

*Condigdes originais do método.

**N=6.
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TABELA 14 — RESULTADOS DE RECUPERACAO PARA HIDROCLOROTIAZIDA E CLOROTIAZIDA DETERMINADOS SOB VARIAGCAO DE FLUXO,
TEMPERATURA, FASE MOVEL E pH.

Hidroclorotiazida

Parametro
avaliado Recuperagdo Intervalo de Cv p p
(%)™ Confianga (%) % (T test) (ANOVA)
Fluxo (mL/min)
1,15 99,97 0,804
1,20* 100,00 99,83-100,17 0,020 1,000 0,886
1,25 99,950 0,712
Temperatura
38°C 100,01 0,918
40°C* 100,00 99,84 -100,16 0,030 1,000 0,860
42°C 99,96 0,530
Acetonitrila
14,5% - 34,5% 100,04 0,710
15,0% - 35,0%" 100,00 99,84 -100,16 0,040 1,000 0,673
15,5% - 35,5% 99,95 0,541
pH
2,4 99,93 0,487
2,5* 100,00 99,84 -100,16 0,060 1,000 0,586
2,6 99,88 0,217

Clorotiazida
Recuperacdo Intervalo de cVv p p

(%)™ Confianga (%) % (T test) (ANOVA)
100,18 0,639

100,00 99,73 -100,27 0,090 1,000 0,924
100,09 0,827

99,88 0,682

100,00 99,40 - 100,60 0,150 1,000 0,539
100,17 0,512

100,28 0,225

100,00 99,40 - 100,60 0,180 1,000 0,717
100,33 0,488

100,31 0,584

100,00 99,40-100,60 0,170 1,000 0,801
100,07 0,848

*Condigbes originais do método.
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TABELA 15 - RESULTADOS DE RECUPERACAO PARA BENZOTIADIAZINA
DETERMINADOS SOB VARIAGAO DE FLUXO, TEMPERATURA, FASE MOVEL E pH.

Benzotiadiazina

Parametro
avaliado Recuperagéo  Intervalo de Cv p p
(%)™ Confianga (%) % (T test) (ANOVA)
Fluxo (mL/min)
1,15 100,04 0,851
1,20% 100,00 99,72-100,28 0,050 1,000 0,807
1,25 99,93 0,682
Temperatura
38°C 99,95 0,940
40°C* 100,00 99,72-100,28 0,030 1,000 0,993
42°C 100,01 0,942
Acetonitrila
14,5% - 34,5% 100,11 0,242
15,0% - 35,0%" 100,00 99,72-100,28 0,190 1,000 0,637
15,5% - 35,5% 99,75 0,574
pH
2,4 100,24 0,282
2,5* 100,00 99,72-100,28 0,120 1,000 0,510
2,6 100,14 0,509

*Condigao original do método.

Como pode ser observado na Tabela 11 o fator de cauda n&o sofreu
significativa influéncia de nenhum dos quatro parametros avaliados, sendo a
maior variacao de 4,71%. A simetria do pico é avaliada por esse parametro e
sua manutencao assegura reprodutibilidade ao método.

No quesito seletividade, apesar de CAP apresentar variagcbes maiores
que 5% para sua resolucdo com o pico de HCTZ, frente a modificagdes na
temperatura, fluxo e composicdo de fase mével, isso ndo comprometeu a
seletividade do método, pois a resolucao entre os dois compostos era alta e se
manteve acima de 7,0 diante de todas as condicoes testadas. As variagdes
sdo mais significativas quando a resolucao € menor, como foi observado para
CAD que apresentava resolugcao préxima de 2,0 e com um pH maior (2,6) a
resolucdo atingiu o valor de 1,33, abaixo do preconizado para uma completa
separacao dos picos cromatograficos (1,5).
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As maiores variagdes na resolucdo dos compostos foram observadas
guando os fatores temperatura e composicao de fase mével foram modificados.
Nestas condi¢cdes observamos os valores de tempo de retencao (Tr) e
resolucdo (Rs), sendo hidroclorotiazida e seus compostos relacionados
afetados de forma distinta de captopril e dissulfeto de captopril. A temperatura
menor aumenta a retencdo dos compostos derivados da HCTZ, porém nao
afeta CAP e CAD e isso faz com que a resolugcao destes diminua. Ao contrario,
com o aumento da temperatura uma melhora significativa da resolucéo foi
observada. A menor e maior porcentagem de acetonitrila afetam a retengéo de
HCTZ e seus derivados da mesma forma que a diminuicdo e aumento de
temperatura descritas acima. Apesar da porcentagem de acetonitrila afetar
também CAP e CAD, isso ocorre com menor intensidade e determina variacao
na resolugcdo destes. Essas observacdes sao consequéncia de HCTZ e seus
derivados apresentarem comportamento de equilibrio entre fase estacionaria e
fase moével distinto de CAP e seu dimero CAD. Embora variagdes de resolucao
maiores que 5% tenham sido observadas, a Unica situacdo em que esta
determinou prejuizo na seletividade foi a ja descrita para o dissulfeto de
captopril em pH 2,6.

A analise dos resultados de recuperacao denota a repetibilidade entre os
dados, uma vez que o CV foi menor que 5% para os cinco compostos em todas
as condicdes. O método foi, portanto, considerado robusto quanto a preciséo.

A exatiddo no ensaio de recuperacao foi avaliada através do teste T de
Student e ANOVA sendo as diferencas significativas caracterizadas por valores
de p abaixo de 0,05. A analise de recuperagéo de dissulfeto de captopril em pH
2,6 indicou média de recuperacao de 103,60%, fora do intervalo de confianga
(98,48 — 101,52%). Quando o pH foi diminuido, o valor de p = 0,797 no teste T
nao indicou discrepancia entre os resultados, o que ndao aconteceu quando o
pH foi aumentado para 2,6 (p = 0,012). Em razdo deste resultado o parametro
foi comprometido como um todo (p = 0,004 ANOVA) e o método nao foi
considerado robusto para o composto dissulfeto de captopril frente a mudancas
no pH. Como concluséo, foi observada a necessidade de um rigoroso controle

do pH da fase mével quando o objetivo for a determinagcdo de CAD. Ainda
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assim a performance do sistema (fator de cauda) e a precisdo (CV<5%) nao
foram afetados por nenhuma das condigdes testadas.

Conforme exposto nas Tabelas 13, 14 e 15, a recuperagdo de CAP,
HCTZ, CTZ e BTDZ se encontrou dentro da faixa de intervalo de confianca e os
resultados para teste T e ANOVA destes compostos caracterizaram a robustez
do método quanto a exatidao em todas as condicGes testadas.

5.3 APLICAGAO DO METODO EM AMOSTRAS COMERCIAIS

O método desenvolvido e validado foi utilizado para determinagéao do teor
de captopril (50 mg) e hidroclorotiazida (25 mg) em associagdo na forma
farmacéutica comprimido denominados REFCH, GCH1 e GCH2. Os resultados
se encontram na Tabela 16 estando o teor de ativos em concordancia com a
quantidade declarada. Quanto a determinagéao de impurezas, CAD apresentou-
se abaixo do limite de 3% da concentracao de CAP, CTZ nao foi detectada nas

amostras e BTDZ se encontrava em concentracao abaixo do LQ.

O método mostrou-se adequado na determinacdo simultdnea de
compostos de interesse sendo, portanto, uma alternativa rapida, econémica e
segura para a analise de formas farmacéuticas contendo captopril e
hidroclorotiazida.

TABELA 16 — TEORES DOS COMPOSTOS DE INTERESSE EM AMOSTRAS COMERCIAIS
(50 mg CAP / 25 mg HCTZ) DETERMINADOS ATRAVES DO METODO DESENVOLVIDO E
VALIDADO POR CLAE-DAD.

CAP HCTZ CAD CTZ BTDZ
Amostra  Area  Teor Teor Area  Teor Teor Area Teor Teor
(mUA) (%) (mg) (mUA) (%)  (mg) (mUA) (%) (mg)

REFCH 1091,4 98,7 49,4 5257,6 102,4 25,60 18,5 1,7 08 <LD <LQ
GCH1 1098,7 99,4 497 5132,0 100,0 25,00 25,3 23 11 <LD <LQ

GCH2 1077,7 97,5 48,8 5347,9 104,2 26,10 11,9 1,1 05 <LD <LQ
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5.4 EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

A equivaléncia farmacéutica entre os medicamentos genéricos e
similares e o medicamento referéncia para comprimidos de captopril e
comprimidos de hidroclorotiazida foi avaliada através dos ensaios
farmacopéicos previstos pela Farmacopéia Brasileira 42 edicdo. Diante da
inexisténcia de monografia para comprimidos da associacao destes ativos na
farmacopéia nacional os comprimidos de captopril (50 mg) e hidroclorotiazida
(25 mg) foram submetidos aos ensaios previstos pela Farmacopéia Americana
(USP, 2011).

5.4.1 IDENTIFICACAO

A comparacado dos tempos de retencdo e espectros de UV dos picos
principais das amostras de comprimidos de CAP, HCTZ e sua associagao, com
0s obtidos para solucbes dos padroes de CAP e HCTZ possibilitou a
identificacdo dos ativos nas amostras e a aprovagdo de todas as amostras
quanto ao ensaio de identificagao.

5.4.2 DETERMINAGAO DE PESO

Dos 20 comprimidos analisados no ensaio de determinagdo de peso
para cada medicamento, ndo foi reportada nenhuma unidade fora do limite de
+10% em relacdo ao peso médio. Isso ocorreu para genéricos, similares e
referéncia tanto para as apresentagdes dos farmacos em separado quanto em

associacéo, caracterizando sua aprovacgio nesse teste.
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5.4.3 DUREZA, FRIABILIDADE, DESINTEGRAGCAO, DISSOLUGAO,
IMPUREZAS E DOSEAMENTO

Os resultados dos ensaios de dureza, friabilidade, desintegracao, teste
de dissolucdo, analise de impurezas e doseamento obtidos para os
medicamentos contendo CAP e HCTZ isoladamente ou em associacdo estao
dispostos na Tabela 17. Os testes foram realizados de acordo com a
monografia de cada especialidade.
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TABELA 17 — RESULTADOS DE DUREZA, FRIABILIDADE, DESINTEGRAGCAO, DISSOLUGAO, IMPUREZAS E DOSEAMENTO DAS ESPECIALIDADES AVALIADAS.

Especialidade Marca D:Be;a Friabilidade Desintegracao Dissolugao ™ Doseamento Limite de Limite de
(kgf) (% perda) * CAP (%) HCTZ (%) CAP (%) HCTZ (%) CAD (%) BTDZ (%)
REFC  7,2+1,6 0,21 19" 101,9 ; 100,9 ; 0,9 -
GC1  3,6%0,4 0,22 30" 98,7 - 95,7 ; 0,2 -
GC2  4,9+1,1 0,62 30" 97,8 ; 96,3 ; 1,8 -
GC3  7,940,7 0,71 32" 108,2 ; 96,9 ; 0,9 -
GC4  5,6%0,8 0,22 29" 102,7 ; 97,6 ; 2,2 -
CAP 25mg GC5 6,3+2,5 0,28 20" 97,8 ; 109,6 - 1,0 -
GC6  8,6+1,3 0,002 33" 98,6 ; 100,1 ; 2,9 -
SC1  3,9+0,5 0,14 25" 91,9 ; 97,3 ; 0,5 -
SC2  4,6+1,0 0,09 14" 96,7 ; 95,4 ; 0,7 -
SC3  9,8+0,7 0,03 25" 97,3 ; 98,7 ; 0,3 -
SC4  6,7+0,8 0,01 31" 98,2 ; 98,4 ; 0,4 -
SC5  7,5+0,7 0,21 27" 98,5 ; 97,5 ; 0,5 -
REFH 4,8+0,4 0,20 307" - 92,6 - 103,8 - -
GH1  55%0,7 0,15 3'46" - 87,3 - 98,5 - -
HCTZ 25mg GH2  5,4%0,6 0,63 57" - 90,8 - 101,4 - -
SH1  3,840,2 0,03 45" - 60,7 - 106,2 - -
SH2  8,3%0,6 0,11 6'31" - 61,9 - 102,1 - -
REFCH - - - 99,39 83,0 98,7 102,4 1,0 <LQ
ﬁ’éﬁzsgrgg; GCH1 i i : 97,72 72,6 99,4 100,0 15 <LQ
GCH2 - - - 97,45 81,0 97,5 104,2 0,5 <LQ

*Tempo de desintegragéo total dos 6 comprimidos analisados.

** % de dissolugao no tempo especificado na monografia.
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Entre os resultados apresentados na Tabela 17, apenas para o teste de
dureza foram obtidos valores em ndo conformidade com as exigéncias. Os
lotes ensaiados dos medicamentos GC1, SC1 e SH1 apresentaram dureza
média insatisfatéria, ou seja, abaixo de 4,5 kgf.

O teste de dureza determina a resisténcia mecanica do comprimido a
ruptura provocada por impactos, o que pode ocorrer durante processos como 0
revestimento, embalagem, transporte, armazenagem, entre outros (BRASIL,
2005). A Farmacopéia Brasileira estabelece apenas um limite minimo para a
dureza do comprimido (45 N ou 4,5 kgf), porém uma dureza excessiva poder
prejudicar a desintegracdo da forma farmacéutica e consequentemente
dissolucdo e absorcdo dos farmacos no organismo. A dureza é um parametro
simples que pode ser utilizado para avaliar fatores do processo produtivo, como
a forca de compressdao dos comprimidos e também a formulagcdo. O nao
atendimento desse critério pelos medicamentos GC1, SC1 e SH1 indica uma
falha no processo de producdo, que promove fragilidade mecénica dos
comprimidos, podendo determinar a ruptura destes durante os processos entre
a producdo e disponibilizacdo do medicamento a populagdo, e até mesmo
durante seu uso. Além disso, a nao integridade do medicamento o torna mais
susceptivel a acdo de fatores ambientais, favorecendo processos de
degradacao do farmaco e podendo determinar diminuicdo do teor e formacao
de compostos indesejaveis, além de ser financeiramente prejudicial a industria.

5.4.4 UNIFORMIDADE DE DOSES UNITARIAS

Ap6s a determinacdo do teor de ativo em 10 unidades de cada
medicamento contendo CAP e HCTZ, associados ou ndo, constatamos a
conformidade dos resultados para todas as amostras exceto para a amostra do
genérico de captopril 25 mg GC1. Os resultados da Uniformidade de Conteludo

para esta amostra podem ser vistos no Quadro 9.
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Comprimido CAP (%)
1 99,43
93,57
96,40
153,61
115,54
113,30
99,72
97,45
102,76
100,46

QUADRO 9 — RESULTADO DE UNIFORMIDADE DE CONTEUDO DE GC1.
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Entre os 10 comprimidos da marca GC1 analisados observamos 2
unidades acima do valor de 115%, sendo uma acima do limite de 125%. Tendo
em vista o limite de no maximo uma unidade acima de 115% e nenhuma acima
de 125% esse resultado determina a reprovagdo da amostra. No entanto, para
fins de confirmagdo, analisamos mais 20 unidades. Nesta andlise mais trés
unidades apresentaram resultados insatisfatérios, com teores de 119,68%,
115,77% e 135,95%. Como resultado final a amostra GC1 foi reprovada no
ensaio de uniformidade de conteudo por apresentar 5 unidades acima do limite
de 115% (115,54%; 115,77%; 119,68%; 135,93%; 153,61%) dentre as quais
duas com teor superior a 125% (135,93% e 153,61%) e desvio padrao relativo
de 12,64% em 30 unidades testadas.

A uniformidade de dose unitéria verifica a homogeneidade de teor entre
as unidades farmacéuticas a fim de certificar que a variagdo entre elas
permaneca dentro de uma faixa aceitavel. Isso garante a consisténcia da dose
em cada unidade que compde um lote, promovendo seguranca e eficacia na
utiizagdo do medicamento. O efeito de um farmaco depende de sua
concentracao plasmatica, esta por sua vez depende da administracdo correta
do medicamento respeitando os horarios e doses. Um medicamento que possui
variagdes muito grandes entre as suas unidades pode determinar inconstancia
na concentracdo plasmatica do ativo, independente da sua administracao ser
correta, podendo o farmaco nao atingir sua concentragdo minima terapéutica

ou atingir a minima téxica. Uma uniformidade de conteudo inadequada é fonte
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de inseguranca e pode comprometer a efetividade do tratamento. Como
causas, € possivel apontar problemas na producdo como tempo de mistura
inadequado, grande variacdo no tamanho das particulas dos componentes,
diferenga na densidade dos pds e natureza do lubrificante utilizado, entre
outros fatores. Tendo em vista que o medicamento GC1 foi aprovado quanto ao
peso médio dos comprimidos, um problema na homogeneidade da mistura de
excipientes e ativo parece ser a causa mais provavel da falta de uniformidade
de conteudo. Em um tratamento anti-hipertensivo, onde o objetivo é a
manutencdo de um valor adequado de pressao arterial, variacbes de dose
grandes como as observadas para GC1 podem trazer riscos graves para
determinados tipos de pacientes.

Os resultados para equivaléncia farmacéutica de comprimidos de CAP,
HCTZ e sua associacdo estdo resumidos nas tabelas 18, 19 e 20
respectivamente.

TABELA 18 — RESULTADOS DE EQUIVALENCIA FARMACEUTICA DE COMPRIMIDOS DE
CAPTOPRIL 25 mg.

Parametro @ REFC GC1 GC2 GC3 GC4 GC5 GC6 SC1 SC2 SC3 SC4 SC5

Identificacdo A A A A A A A A A A A A

Determinacao
de Peso

Dureza A R A A A A A R A A A A

Friabilidade A A A A A A A A A A A A

Teste de
Desintegracao
Uniformidade
de Conteudo

Teste de
Dissolucao

Limitede CAD A A A A A A A A A A A A

Doseamento A A A A A A A A A A A A

A = aprovado R=reprovado
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Das seis marcas de genéricos e cinco marcas de similares de
comprimidos de captoprii 25 mg, ndo foi caracterizada equivaléncia
farmacéutica entre GC1, SC1 e o referéncia Capoten® (REFC).

TABELA 19 - RESULTADOS DE EQUIVALENCIA FARMACEUTICA DE COMPRIMIDOS DE
HIDROCLOROTIAZIDA 25 MG.

Parametro REFH GH1 GH2 SHA1 SH2
Identificacao A A A A A
Determinacao de Peso A A A A A
Dureza A A A R A
Friabilidade A A A A A
Teste de Desintegracao A A A A A
informidsdede A A A A
Teste de Dissolucao A A A A A
Doseamento A A A A A

A = aprovado R=reprovado

Foram avaliadas duas marcas de genéricos e duas de similares de
comprimidos de hidroclorotiazida 25 mg, além do referéncia Clorana® (REFH).
Apenas um dos medicamentos testados ndo cumpriu as exigéncias quanto a
equivaléncia farmacéutica, o similar SH1. Este apresentou dureza média de 3,8

kgf e por isso ndo é equivalente farmacéutico ao medicamento referéncia.
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TABELA 20 — RESULTADOS DE EQUIVALENCIA FARMACEUTICA DE COMPRIMIDOS DE
CAPTOPRIL (50 mg) E HIDROCLOROTIAZIDA (25 mg) EM ASSOCIACAOQ.

Parametro REFCH GCH1 GCH2
Identificacao A A A
Determinacao de Peso A A A
informdstede A A4
Teste de Dissolucao A A A
Limite de CAD A A A
Limite de BTDZ A A A
Doseamento A A A

As duas marcas de genérico contendo captopril e hidroclorotiazida foram
analisadas para determinacado da equivaléncia farmacéutica com a referéncia
Lopril-D®. Nenhuma ndo conformidade foi encontrada, atestando sua
equivaléncia farmacéutica. O emprego do método desenvolvido e validado nas
analises envolvendo a associacdo dos farmacos permitiu obter os resultados
para os testes de identificacao, limite de CAD, limite de BTDZ e doseamento
através de uma Unica amostra e analise cromatografica, determinando
economia de tempo e reagentes. Benzotiadiazina se apresentou em
concentragdo abaixo do LQ nas amostras. Apesar do teste de limite de
clorotiazida ndo ser requerido pela monografia da associacdo da USP, sua
presenca foi avaliada, ndo sendo detectada clorotiazida em nenhuma das
amostras.

Um fator interessante, notado durante os ensaios de dissolucao, foi a
discrepancia entre os critérios de aceitacdo para a apresentacado associada e
os definidos para os comprimidos dos farmacos isoladamente, estabelecidos
pela USP. Captopril na associacdo deve atingir a mesma porcentagem de
dissolugdo, no mesmo tempo que no comprimido composto somente de CAP,
porém utilizando acido cloridrico 10 vezes mais concentrado (HCI 0,1 mol/L).
Para HCTZ o critério se torna mais rigido. Isoladamente, HCTZ deve atingir
60% de dissolugdo em 60 minutos utilizando HCI 0,1 mol/L e rotacdo de 100
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rom e quando associado a CAP a exigéncia passa a ser que a mesma
dissolucdo seja atingida na metade do tempo (30 min) e utilizando metade da
rotacdo (50 rpm). Uma hipdtese para a utilizagdo de critérios de aceitacédo
diferenciados para a forma farmacéutica associada, é que a uniao de farmacos
com caracteristicas distintas de solubilidade, como CAP e HCTZ, poderia afetar
sua liberacdo dos comprimidos. Seguindo esse raciocinio a liberacdo de HCTZ
do comprimido seria facilitada pela presenca de um composto altamente
solavel (captopril), assim como a liberacao deste da forma farmacéutica seria
dificultada pela presenca de um composto de baixa solubilidade como é a
HCTZ.

5.5 PERFIL DE DISSOLUCAO

Diante das discordancias entre as farmacopéias brasileira e americana
quanto as condi¢des de ensaio para comprimidos de CAP e HCTZ, decidiu-se
seguir a farmacopéia americana, pois € a Unica que apresenta também a
monografia para a associagdo dos farmacos. A comparacao entre os perfis foi
feita através da ANOVA, Eficiéncia de Dissolucao (ED%), fator de semelhanga
f2 e modelos cinéticos (ordem zero, primeira ordem e Higuchi). A determinagao
dos ativos nas amostras foi feita através das curvas de calibragdo descritas na

linearidade do método.

5.5.1 PERFIL DE DISSOLUGCAO DE COMPRIMIDOS DE CAPTOPRIL 25 MG

O perfil de dissolugéo foi desenhado para as marcas analisadas quanto
a equivaléncia farmacéutica e mais duas conseguidas com distribuidores de
medicamentos, porém estas foram avaliadas apenas quanto ao seu perfil de
dissolucdo, totalizando sete marcas de genéricos e seis de similares. As
Tabelas 21 e 22 e Figuras 24 e 25 trazem as porcentagens de dissolucao para
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comprimidos de CAP e o perfil de dissolucao tracado a apartir desses dados,

respectivamente.

TABELA 21 — PORCENTAGEM DE DISSOLUGAO DE GENERICOS E REFERENCIA DE
CAPTOPRIL 25 mg EM FUNCAO DO TEMPO.

Quantidade Dissolvida (%)

Tempo
(Min) pEFc Gc1  GC2 GC3 GC4 GC5 GC6  GC7
0 000 000 000 000 000 000 000 0,00
2 4172 3931 4086 1851 200 608 171 350
4 6966 7329 60,81 47,60 2991 4860 37,24 31,13
6 9820 100,63 86,37 7244 6426 8380 72,69 56,95
8 103,12 10311 8964 87,78 8366 10453 9454 7633
10 104,61 103,80 9086 9525 8546 103,84 97.95 8450
20 10459 103,83 9121 9820 8944 10259 9891 96,13
30 10462 10416 9117 9949 9006 100,93 9857 98,04
40 10523 104,18 9129 9979 9053 103,44 9983 101,66
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FIGURA 24 — PERFIL DE DISSOLUGAO DE GENERICOS E REFERENCIA DE CAPTOPRIL

25 mg.
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TABELA 22 — PORCENTAGEM DE DISSOLUGAO DE SIMILARES E REFERENCIA DE
CAPTOPRIL 25 mg EM FUNCAO DO TEMPO.

Quantidade Dissolvida (%)

Tempo

(min)  Rerc  sc1  sc2  sc3 SC4 SC5 SC6
0 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
2 4172 2492 1599 3665 3597 23,07 1,82
4 69,66 60,15 46,94 70,15 69,81 5220 13,95
6 98,20 88,05 7673 97,34 9671 78,18 32,08
8 103,12 96,61 91,37 9946 100,26 87,02 47,40
10 10461 98,71 9452 100,00 100,50 90,55 59,03
20 104,59 99,31 97,19 9992 100,52 94,43 7522
30 104,62 9964 97,49 99,87 10295 99,73 98,68
40 10523 99,60 98,67 99,86 10324 99,53 96,30
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FIGURA 25 — PERFIL DE DISSOLUCAO DE SIMILARES E REFERENCIA DE CAPTOPRIL 25

mg.

Como pode ser notado nas Tabelas 21 e 22 e Figuras 24 e 25 a simples

observacédo dos dados nao permite, na maioria dos casos, avaliar o quanto os

medicamentos genéricos e similares se assemelham ao referéncia. Porém,

esses dados nos permitem concluir que o Unico medicamento que ndo cumpriu
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com o critério para teste de dissolucdo, no minimo 80% de farmaco dissolvido

em 20 minutos, foi o similar SC6, o qual também apresentou o perfil de

dissolucdo mais discrepante do perfil do medicamento de referéncia. Ja entre

os genéricos, GC4 foi o que apresentou perfil mais distante do desejado.

5.5.1.1 Comparacao dos perfis de dissolugdo de comprimidos de captopril 25

mg

A comparacao entre os perfis de dissolucdo de comprimidos de captopril

foi feita através da ANOVA, Eficiéncia de Dissolucdo (ED%) e modelos

cinéticos (ordem zero, primeira ordem e Higuchi). Devido a alta solubilidade do

captopril o fator de semelhanca f2 perde seu valor discriminatério e por isso

nao foi calculado. Os resultados podem ser observados na Tabela 23:

TABELA 23 — ANALISAE COMPARATIVA DOS PERFIS DE DISSOLUCAO DE GENERICOS,
SIMILARES E REFERENCIA DE COMPRIMIDOS DE CAPTOPRIL 25 mg.

ANOVA ANOVA Cinética de liberacao (R?)
Amostra ED%

valc;)r de (n=3) valc;)r de Zero ordem Primeira ordem Higuchi
REFC 1,000 96,78 1,000 0,99996 0,88487 0,99329
GC1 0,993 96,41 0,881 0,99609 0,89282 0,99982
GC2 0,143 84,52 0,016 0,99496 0,93958 0,97857
GC3 0,140 87,50 0,010 0,96699 0,98308 0,99758
GC4 0,020 78,00 0,002 0,98962 0,97197 0,99099
GC5 0,361 91,54 0,059 0,99705 0,96819 0,99954
GC6 0,136 86,85 0,003 0,98877 0,92912 0,99677
GC7 0,035 82,32 0,012 0,99397 0,98476 0,99840
SC1 0,365 90,48 0,060 0,99552 0,96885 0,99992
SC2 0,142 86,73 0,001 0,99988 0,97378 0,99329
SC3 0,662 92,61 0,008 0,99641 0,91577 0,99975
SC4 0,742 93,98 0,017 0,99566 0,92497 0,99990
SC5 0,137 86,59 0,008 0,99891 0,98042 0,99329
SC6 0,001 69,13 0,009 0,99186 0,98145 0,97438
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A andlise da variancia (ANOVA), utilizando os dados de todos os pontos
de coleta, permitiu a comparacdo das porcentagens de dissolucdo dos
medicamentos como um todo. Os perfis sdo considerados semelhantes quando
p> 0,05, essa situagao sé nao foi observada para 3 amostras: GC4, GC7 e
SC6. Este resultado mostrou-se extremamente coerente com o observado nas
Figuras 17 e 18, apresentando essas amostras visualmente os perfis mais
distintos do perfil do medicamento referéncia.

Através da ferramenta de eficiéncia de dissolucao (ED%) a area sob a
curva foi determinada para cada comprimido testado e a comparacao entre
esses resultados foi realizada através de ANOVA. Valores de p menores que
0,05 confirmaram GC4, GC7 e SC6 como amostras ndo semelhantes ao
referéncia quanto ao perfil de dissolugdo. Essa diferenca estatisticamente
significativa na dissolugao pode nao determinar uma diferenca terapéutica. Seu
efeito provavelmente seria melhor evidenciado para SC6, ja no caso de GC4 e
GC7, em que a porcentagem de dissolucao desejada foi atingida, talvez nao
fossem observadas diferencas significativas na concentracdo plasmatica de
captopril entre teste e referéncia. O perfil de dissolugdo € um ensaio preliminar
ao da bioequivaléncia, medicamentos que diferem muito do referéncia
merecem atencdo tanto da industria para otimizacdo de formulacdes e
processos, quanto da ANVISA no que diz respeito a fiscalizagdo. A ANOVA
dos resultados de ED% se mostrou excessivamente rigida uma vez que
considerou também GC2, GC3, GC6, GC7, SC2, SC3, SC4 e SC5 néao
comparaveis ao referéncia. Essa incoeréncia é melhor evidenciada quando
observados os dados de SC3 e SC4, que possuiram ED% maiores que SC1
(92,61 e 93,98% respectivamente) e ndo foram considerados semelhantes ao
referéncia. Isso se justifica na pequena variacdo observada nos dados de SC3
e SC4, o que fez com que a ANOVA os considerasse como grupos distintos do
referéncia.

A cinética de liberacdo de um medicamento reflete caracteristicas da
droga e da forma farmacéutica, pode ser influenciada por polimorfismos,
cristalinidade, tamanho de particula, solubilidade, quantidade do farmaco na

forma farmacéutica entre outros fatores e por isso é uma ferramenta
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empregada para comparacao de medicamentos. Espera-se que medicamentos
analogos tenham sua liberagcédo regida pelo mesmo principio ou modelo de
cinética. O modelo de cinética que melhor caracteriza a liberacao do farmaco
da amostra é aquele que determina a melhor linearidade dos dados quando
tratados e plotados graficamente como descrito no item 4.3.12 para cada
modelo cinético avaliado. Os intervalos de tempo utilizados para determinacéo
do modelo foram os que apresentaram aumento da porcentagem de
dissolucao, ou seja, até o inicio do platd. A linearidade é avaliada através do
coeficiente de correlacdo R? e 0o modelo que apresentar o valor mais préximo
de 1 é o que melhor caracteriza a liberacao.

A cinética de ordem zero foi observada para o medicamento referéncia
Capoten®. Dissolucdes que seguem essa ordem liberam o farmaco
independente da quantidade ja dissolvida, liberando a mesma quantidade por
intervalo de tempo. Este tipo de comportamento € observado em formas
farmacéuticas de liberacdo prolongada onde a forma farmacéutica nao
desagrega e o farmaco ¢ liberado lentamente (MANADAS;PINA;VEIGA, 2002).
Embora tenha liberado quantidades semelhantes do farmaco por unidade de
tempo, essa quantidade foi grande o suficiente para o medicamento atingir 98%
de dissolu¢cdo em 6 min caracterizando uma liberacao imediata.

A ferramenta cinética de dissolugao determinou resultados duvidosos na
analise de comprimidos de captopril, pois entre os quatro medicamentos que
apresentaram a mesma cinética do referéncia encontra-se SC6, o
medicamento com os piores resultados na analise por ANOVA e eficiéncia de
dissolugdo. Além disso, os medicamentos com melhores resultados nestes
testes apresentaram cinética de Higuchi, a qual é utilizada para descrever a
dissolucdo de farmacos a partir de diversas formas farmacéuticas de liberacao
modificada. Também conhecido como pseudo-ordem zero, esse modelo
descreve a liberacao do farmaco como um processo de difusdo baseado na lei
de Fick, onde a porcentagem dissolvida é dependente da raiz quadrada do
tempo (COSTA, P.;LOBO, J.M.S., 2001; MANADAS;PINA;VEIGA, 2002). Outro
fato interessante foi que nenhum medicamento apresentou a cinética de

primeira ordem, que € o modelo esperado para formas farmacéuticas de
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liberacao imediata. Concluimos que mesmo a liberacdo ocorrendo em funcao
da raiz quadrada do tempo ou a quantidade sendo a mesma por intervalo de
tempo acontece tao rapido e com tal intensidade que o perfil observado é de
liberagdo imediata. Medicamentos com a mesma cinética liberam o ativo de
forma semelhante em decorréncia provavelmente de caracteristicas de
particula e composicao similares, porém para que o perfil seja semelhante a
velocidade e intensidade de liberacao deve ser equivalente e por isso a cinética
pode ser um fator norteador no preparo de formulacbes mas ndo pode ser a
Unica técnica de avaliacao.

Com base nas ferramentas de comparacdo ANOVA e ED% e nos perfis
observados, GC1, GC3, GC5, GC6, SC1, SC2, SC3, SC4 e SC5 foram

considerados semelhantes ao Capoten®.

5.5.2 PERFIL DE DISSOLUGAO DE COMPRIMIDOS DE
HIDROCLOROTIAZIDA 25 mg

Além das marcas analisadas quanto a equivaléncia farmacéutica, mais
duas marcas de similares foram conseguidas junto a distribuidores de
medicamentos. Porém, essas foram avaliadas apenas quanto ao seu perfil de
dissolucao, totalizando 2 marcas de genéricos e 4 de similares.

A Tabela 24 e a Figura 26 revelam o efeito da baixa solubilidade da
hidroclorotiazida sob seu perfil de dissolucdo. Em 10 min sua dissolucéo varia
de 17 a 52% enquanto captopril possuiu variacdo entre 59 e 105%. Em funcéo
dessa caracteristica, captopril, que € um farmaco altamente solluvel, deve
apresentar pelo menos 80% de dissolucdo em 20 min, enquanto
hidroclorotiazida pelo menos 60% em trés vezes esse tempo.
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TABELA 24 - PORCENTAGEM DE DISSOLUCAO DE GENERICOS, SIMILARESE
REFERENCIA DE HIDROCLOROTIAZIDA 25 mg EM FUNCAO DO TEMPO.

Quantidade Dissolivda (%)

Tempo
(Min)  REFH  GHA1 GH2 SH1 SH2 SH3 SH4
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 1074 3,62 1253 8,02 3,87 2,24 3,27
5 30,22 1302 31,83 2428 10,41 9,45 11,58
10 51561 3041 5192 3428 1733 2164 2547
20 68,17 5272 6833 4045 2415 4183 4347
30 81,81 7184 8039 4745 3392 6193 61,11
50 8926 8321 8793 5542 4742 76,02 7397
60 9257 8733 9078 6074 6191 8727 8046
70 9253 8796 9128 6308 6510 8584 81,70
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FIGURA 26 — PERFIL DE DISSOLUGAO DE GENERICOS, SIMILARES E REFERENCIA DE
COMPRIMIDOS DE HIDROCLOROTIAZIDA 25 mg.

Como pode ser observado na Tabela 24, todos os medicamentos

analisados cumpriram o critério de 60% de dissolugdo em 60 minutos. Porém,

SH1 e SH2 além de exibirem porcentagens muito préximas do limite, 60,74 e
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61,91% respectivamente, mostraram perfil divergente do medicamento
referéncia. Também é possivel notar que, com excecdao de GH2, todos os
medicamentos apresentaram perfil retardado em relacdo a REFH.

5.5.2.1 Comparacdo dos perfis de dissolucdo de comprimidos de
hidroclorotiazida 25 mg

A comparagao dos perfis de dissolucdo de comprimidos de HCTZ foi
feita utilizando, além das ferramentas de comparacéo ja citadas para o CAP, o
fator de semelhanca f2. Isso devido a HCTZ ser um farmaco muito pouco
soluvel em agua. Os resultados obtidos com os diferentes métodos estdo na
Tabela 25.

TABELA 25 - ANALISE COMPARATIVA DOS PERFIS DE DISSOLUGAO DE COMPRIMIDOS
DE HIDROCLOROTIAZIDA 25 mg.

ANOVA ANOVA Cinética de liberacao (R?)
Amostra valor (E.IZZ; valor Zero  Primeira Hi : f2
de p de p ordem ordem guchi

REFH 1,0000 73,66  1,00000 0,95946 0,98277 0,97962 100,00
GH1 0,2364 63,56  0,00348 0,93311 0,99758 0,99936 45,38
GH2 0,9773 72,92  0,53873 0,9391 0,97871 0,97551 88,60
SH1 0,0024 46,18  0,00006 0,83909 0,89309 0,90952 29,41
SH2 0,0001 36,89 0,00003 0,78825 0,93004 0,96612 23,37
SH3 0,0790 57,01 0,00829 0,97769 0,99911 0,99873 36,62
SH4 0,0553 55,91 0,00142 0,93285 0,99332 0,99875 37,08

FONTE: O AUTOR (2010).

Apesar de todos os medicamentos, com exce¢ao de GH2, apresentarem
perfil de dissolucao retardado, a comparacao por ANOVA das porcentagens de
dissolucdo confirmou a discrepancia apenas entre SH1 e SH2 e REFH, a qual
havia sido notada também na Tabela 24 e Figura 26. No entanto, quando é
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avaliada a é4rea sob a curva no ensaio de ED%, é evidenciada a maior
semelhanca de GH2 quando comparada as demais amostras.

Clorana® (REFH) apresentou cinética de dissolugdo de primeira ordem,
esta correlaciona o logaritmo neperiano da porcentagem nao dissolvida com o
tempo. Neste caso, a dissolugdao é dependente da quantidade remanescente
de ativo na formulacdo de modo que a quantidade de farmaco liberada diminui
com o tempo, comportamento caracteristico de medicamentos de liberacao
imediata (COSTA, P.;LOBO, J.M.S., 2001; MANADAS;PINA;VEIGA, 2002).
Esse modelo cinético descreveu também o comportamento de GH2 e SH3,
confirmando a semelhanga que provavelmente ha entre essas formulacées.
Como pudemos observar, a liberacao dos farmacos € maior no inicio, onde a
quantidade de farmaco no comprimido é maior, sendo o modelo de primeira
ordem teoricamente mais adequado para os comprimidos avaliados. Essa
caracteristica determina o formato do grafico de perfil de dissolugdo da
liberacdo imediata, ingreme no inicio com posterior formacdo de platd. A
maioria dos medicamentos apresentou mais de 50% de dissolugdo em 50
minutos, o que nos permite classifica-los como formulagdes de liberagédo
imediata. No entanto, GH1, SH1, SH2 e SH4 seguem a cinética de liberacéo de
Higuchi, a qual descreve normalmente o perfil de formas de liberacdo
modificada.

O fator de semelhanca f2 corresponde a uma medida da semelhanca
entre as porcentagens dissolvidas de duas formulacdes. E a transformacéo
logaritmica da soma quadratica dos erros das diferencas entre uma formulacao
teste e um produto de referéncia. Esse é o parametro adotado pela ANVISA
como determinante da equivaléncia entre perfis de dissolugdo. O Unico
medicamento com f2 entre 50 e 100 foi GH2 indicando sua semelhanca com
REFH. Devido aos resultados apresentados em todos o0s ensaios, e

especialmente para f2, somente GH2 foi considerado semelhante.
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5.5.3 PERFIL DE DISSOLUGCAO DE COMPRIMIDOS DE CAPTOPRIL (50

mg) E HIDROCLOROTIAZIDA (25 mg)

Embora as formas farmacéuticas associadas venham ganhando espaco

e tragam beneficios terapéuticos, somente duas marcas dessa associacao

foram encontradas disponiveis em Curitiba, ambas classificadas como

genérico. A porcentagem de dissolucdo de captopril e hidroclorotiazida, em

funcdo do tempo e para os trés medicamentos avaliados, se encontra na

Tabela 26.

TABELA 26 - PORCENTAGEM DE DISSOLUGAO DE GENERICOS E REFERENCIA DA

FORMA FARMACEUTICA ASSOCIADA.

Quantidade Dissolvida (%)

T(?nn:.f)o REFCH GCH1 GCH2

CAP  HCTZ CAP  HCTZ CAP  HCTZ
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,46 0,24 10,27 1,85 19,43 14,73
4 1823 2,08 4130 857 5413 3747
6 4806 9,68 7579 18,60 8652 60,88
8 75,78 20,70 95,17 27,26 95,05 71,31
10 9123 32,98 97,65 35,88 9792 7533
15 9551 53,06 99,53 47,83 98,58 76,48
20 9939 66,72 97,72 57,79 97,45 77,83
25 100,30 78,52 100,05 66,57 96,33 79,45
30 99,42 83,04 9861 72,57 9824 80,96
40 102,32 86,62 9790 77,33 98,17 82,04
50 103,60 89,31 9749 81,80 9741 8342
60 102,72 91,43 98,49 85,26 97,79 84,74
70 100,47 92,49 9812 87,80 96,77 8571
80 9848 93,45 9923 8977 96,71 8643

As Figuras 27 e 28 apresentam o perfil de dissolugao dos farmacos CAP

e HCTZ em comprimidos da associacdo, respectivamente. E possivel observar

a concordancia entre a solubilidade dos farmacos e seu perfil de dissolugao,
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caracterizando-se a HCTZ pelo perfil mais lento. Isso nédo ficou tdo evidente
para GCH2, no qual a dissolucdo da HCTZ assumiu um formato mais parecido

com o de captopril.
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FIGURA 27 — PERFIL DE DISSOLUGAO DE CAPTOPRIL EM COMPRIMIDOS DA
ASSOCIAGAO.
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FIGURA 28 — PERFIL DE DISSOLUCAO DE HIDROCLOROTIAZIDA EM COMPRIMIDOS DA
ASSOCIACAO.
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Os trés medicamentos apresentaram perfil muito semelhante quanto ao
CAP. Ja quanto a HCTZ, o genérico GCH2 apresentou uma dissolucdo quase
instantanea, atingindo mais de 70% de dissolugdo em 8 min, porcentagem que
s6 foi atingida pelos demais em torno de 25-30 min. Esse fato ndo deve ser
visto como positivo, uma vez que os medicamentos genéricos e similares
devem buscar apresentar caracteristicas semelhantes ao referéncia, e nao
melhores, pois foi para este que os ensaios pré-clinicos e clinicos, incluindo a

definicdo de posologia e intervalo entre doses foram realizados.

5.5.3.1 Comparacao dos perfis de dissolucao de comprimidos de captopril (50
mg) e hidroclorotiazida (25 mg)

Os perfis de dissolucdo dos dois farmacos presentes em associacao
foram comparados, os resultados obtidos para os dois genéricos e o referéncia

estao colocados na Tabela 27.

TABELA 27 - ANALISE COMPARATIVA DOS PERFIS DE CAPTOPRIL E
HIDROCLOROTIAZIDA EM COMPRIMIDOS DA ASSOCIACAO.
Ferramenta de Captopril Hidroclorotiazida
comparacao REFCH GCH1 GCH2 REFCH GCH1 GCH2
ANOVA (valor de p) 1,0000 0,5308 0,1845 1,0000 0,7397 0,0782
ED% 92,6209 92,8655 92,9568 73,2600 67,6765 77,4871
ANOVA (valor de p) 1,0000 0,87386 0,90276 1,0000 0,0034 0,2165
Fator de semelhanca f2 - - - 100,00 56,56 29,44
Cinética de liberacao
(R?)
Zero Ordem 0,9906 0,9991 0,9996 0,9990 0,9771 0,9998
Primeira Ordem 0,9317 0,9603 0,9564 0,9767 0,9917 0,9847
Higuchi 0,9611 0,9888 0,9969 0,9716 0,9774 0,9916
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Os resultados de captopril para as trés amostras se mostraram bastante
parecidos, as quatro formas de comparacao dos perfis determinaram a mesma
resposta: os medicamentos possuem comportamento semelhante. Conforme ja
comentado anteriormente, apesar dos medicamentos liberarem a mesma
quantidade de farmaco em funcéao do tempo e, portanto apresentarem cinética
de ordem zero, 0 que € caracteristico de formas de liberagdo prolongada, essa
liberacdo ocorreu em um curto periodo de tempo e em uma extensao proprios
da liberacao imediata.

A avaliagédo dos perfis de HCTZ pela ANOVA nao determinou diferenca
significativa entre eles. Na andlise de ED%, embora os trés medicamentos
possuam valores proximos, a ANOVA desses resultados determinou diferenca
para GCH1. O fator f2 divergiu completamente da ANOVA para ED%, mas se
mostrou coerente com o perfil de dissolucdo observado na Figura 28,
estabelecendo semelhanca para GCH1 e ndo para GCH2. O reconhecimento
do fator f2 pela ANVISA como ferramenta de referéncia na comparacao de
medicamentos unida a sua coeréncia com os graficos de dissolugcdo nos
convenceu da sua capacidade de distingcdo entre os perfis. Com base nesses
dados, apenas GCH1 foi considerado semelhante a Lopril-D.
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6 CONCLUSAO

A pesquisa bibliografica unida a vivéncia laboratorial trouxe um novo
desafio em relagdo a farmacos tdo consagrados como captopril e
hidroclorotiazida. A necessidade de dinamismo e otimizagdo nas analises de
controle de qualidade exigidas no atual panorama da industria de
medicamentos nos levou a desenvolver um método que permitisse a
determinacdo desses farmacos e seus principais compostos relacionados
simultaneamente.

O método desenvolvido através de CLAE-DAD se revelou adequado
para a quantificacdo de captopril, hidroclorotiazida, dissulfeto de captopril,
clorotiazida e benzotiadiazina em comprimidos. Através da validacdo, os
parametros seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo apresentaram
conformidade com as exigéncias nacionais e internacionais vigentes. Quanto a
robustez, pequenas variacbes na composicdo da fase movel, fluxo e
temperatura ndo alteraram o desempenho do método, porém o pH revelou-se
um parametro critico para a determinacao de dissulfeto de captopril, sendo
importante o rigor no seu controle. Por tornar possivel a determinacéo
simultanea dos compostos citados, o0 método consiste numa alternativa rapida,
econdmica e segura para a industria de medicamentos, laboratérios de
pesquisa e de controle de qualidade.

A constatacdo mundial da hipertensdo como um dos principais
problemas de salde da atualidade e a extensdo e importadncia do uso de
captopril e hidroclorotiazida no tratamento desta no Brasil, reforgam a
necessidade de averiguar a qualidade dos medicamentos que os contenham.
Os resultados da avaliacdo da equivaléncia farmacéutica foram preocupantes,
dada a nao conformidade de duas amostras de captopril (GC1 e SC1) e uma
de hidroclorotiazida (SH1), confirmando a necessidade de fiscalizacdo dos
medicamentos durante seu periodo de comercializagdo. Os perfis de
dissolucdo apresentaram resultados ainda piores, pois das sete marcas de
genéricos de captopril 25 mg, trés possuiram perfil distinto do referéncia. Ja

entre os similares (total de seis) isso ocorreu apenas para uma das marcas.
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Entre os dois genéricos e quatro similares de hidroclorotiazida 25 mg apenas
GH2 exibiu semelhanca com o referéncia (REFH). Ja na forma farmacéutica
associada, dos dois genéricos testados apenas um teve perfil semelhante ao
Lopril-D®. Esses resultados demonstram a necessidade de novos ensaios com
outros lotes a fim de identificar se a falha na producéo € pontual ou sistémica.
Além disso, geram preocupagdo quanto a qualidade dos medicamentos
produzidos disponiveis comercialmente e podem refletir efeito terapéutico

indesejado e ineficacia do tratamento.
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Abstract

A new sensitive, rapid and simple HPLC-DAD method was developed and
validated for simultaneous determination of captopril (CAP), hydrochlorothiazide
(HCTZ) and their related compounds, captopril disulfide (CAD), chlorothiazide (CTZ),
and 4-amino-6-chloro-1,3 benzenedisulfonamide (BTDZ) in tablets. The
chromatography separation was achieve using a phenyl column (150 x 4.6mm, 5 um
particle size) maintained at 40 °C. The mobile phase consisted of acetonitrile and
phosphoric acid solution (0.067%) eluted at 1.2 mL min” in gradient mode. The
injection volume was 20 pL and the detection wavelength set at 220 nm. The method
showed to be selective and linear over a range of 0.5 to 400.0 ug mL™" for CAP, 0.313
to 14.4 ug mL™" for CAD, 0.05 to 100.0 pg mL" for HCTZ, 0.078 to 1.2 pg mL" for
CTZ and 0.02 to 2.4 pg mL™" for BTDZ. The accuracy test resulted in recoveries range
of 98.82 to 101.31% and for intra and inter-day precision RSD <5% was obtained. The
robustness test indicated that changes in the pH values can compromise the selectivity.
The proposed method was successfully used in real samples and presents as a fast and
cheap alternative for the quality control of raw materials and tablets containing these

drugs.
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1. Introduction

Captopril  (1-[(2S)-3-mercapto-2-methylpropionyl]-I-proline), an angiotensin-
converting enzyme inhibitor (ACE-inhibitor), and hydrochlorothiazide (6-chloro-3,4-
dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine-7-sulfonamide-1,1-dioxide), a thiazide diuretic
agent, are used in combination dosage form to increase the efficacy of the treatment of
systemic arterial hypertension in patients whose blood pressure is not adequately
controlled with either substance alone [1, 2]. Therapeutic strategies using both drugs are
worldwide used as an alternative for better therapy compliance, and therefore, the
determination of these substances as well as monitoring their related compounds is
extremely necessary for ensuring a safe and effective therapy.

Captopril (CAP) in aqueous solution undergoes spontaneous oxidative
degradation in its sulfhydryl group generating a dimer, captopril disulfide (CAD) [3]. In
the same condition, hydrochlorothiazide (HCTZ) is hydrolysed to 4-amino-6-chloro-
benzenedisulfonamide (BTDZ) and formaldehyde [4-6]. Chlorothiazide and 4-amino-6-
chloro-1,3-benzenedisulfonamide are wellknown process impurities of HCTZ and Fang
et al. (2001) identified another impurity in bulk HCTZ, HCTZ-CH2-HCTZ isomer [7,
8]. Additionally, hydrochlorothiazide photodegradation may also occur mainly through
photodehalogenation and photohydrolysis [9, 10]. In this case 4-amino-6-chloro-
benzenedisulfonamide (BTDZ) and chlorothiazide (CTZ) are the main products coming
from the photoprocesses [10, 11] [12].

Althought no toxicity was related to the CAP and HCTZ degradation products,
the presence of these compounds are directly related to the treatment efficacy, once high
levels would compromise the drug dosage amounts and consequently the therapeutic
effects. Therefore, monitor the actives and the main compounds related to the sample
degradation is indispensable to ensure quality in raw material and medicines. To meet
this requirement, several analytical methods have been applied using different
techniques as spectrophotometry [13, 14], capillary electrophoresis [15, 16], HPLC [6,
17-19], GC [20] chemiluminescence [21, 22] and titrimetry [23]. Nevertheless, these
methods evaluate CAP, HCTZ and their related products separately. In other cases,
simultaneous CAP and HCZT determination were performed by HPLC [24-27],
derivative spectrophotometry [28, 29] and multivariate spectral calibration [30].

However it involves complicated procedures and additionally no related compounds are
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monitored. Finally, the United States Pharmacopoeia (USP) recognizes the necessity of
CAP and HCTZ related compounds determination. Nevertheless, the official
monography uses separately chromatographic systems for limit of CAD and CAP,
HCTZ and BTDZ determination. Additionally, the described systems not determine
CTZ [31].

The aim of this work was to develop and validate a simple, rapid and sensitive
method by HPLC-DAD for simultaneous determination of captopril,
hydrochlorothiazide and their main related compounds, captopril disulfide,
chlorothiazide and 4 -amino-6-chloro-benzenodissulfonamida in tablets. As the
advantage, the new method is presented as an alternative for those described in the
literature with additional economical and environment benefits, once it was considered
fast, cheap, and without requires high time and chemical-consuming or sample

derivatization.

2. Experimental

2.1. Chemicals, reagents, standards and samples

Commercial samples of CAP and HCTZ tablet associations were obtained in
local pharmacies to Curitiba, Brazil. Phosphoric acid (85.8%), formic acid 88%,
acetonitrile and methanol (HPLC grade) were purchased from J. T. Baker (Phillipsburg,
USA). Ultrapure water was obtained by Milli-Q reverse osmosis Millipore (Bedford,
USA). The standards of captopril disulfide (99%) and chlorothiazide (99.2%) were
purchased from USP Reference Standards. Captopril (99.6%) and hydrochlorothiazide
(100.1%) were acquired from Brazilian Pharmacopeia while 4-amino- 6-chloro-1,3-
benzenedisulfonamide (98.0%) from Sigma-Aldrich. For the accuracy test, placebos
were prepared in the laboratory using United Stated Pharmacopoeia grade excipients

(starch, lactose, magnesium stearate, cellulose microcrystalline and stearic acid).

2.2. Preparation of stock and working standard solutions

Stock solutions of CAP, CAD, HCTZ, CTZ and BTDZ were prepared separately

in methanol at a concentration of 1 mg mL"!. The solutions of CAD, BTDZ and CTZ
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were stored at 4 °C, in light-resistant containers, and allowed to reach room temperature
before use. CAP and HCTZ solutions were prepared immediately before use. Working
standard solution was prepared by mixing the stock solutions in a diluent composed of
0.067% phosphoric acid: acetonitrile (85:15, v/v) to obtain a final concentration of 1000
ug mL" for CAP, 30 ug mL" for CAD, 500 ug mL" for HCTZ, 2.5 ug mL"' for CTZ
and 5.0 pg mL" for BZT. From these solutions, other working standard solutions were
prepared through new dilutions as needed. All solutions were filtered through a PVDF
syringe filter (0.45 um, Millipore Millex) before injection.

2.3. Sample preparations

Twenty tablets of CAP and HCTZ association were crushed and mixed to obtain
a homogeneous powder. An amount of powdered mass equivalent to one tablet content
(50 mg of CAP and 25 mg of HCTZ) was added to a 25 mL volumetric flask containing
15 mL of diluent solution (0.067% phosphoric acid: acetonitrile; 85:15 v/v). The sample
was sonicated for 15 min, and then 2.5 mL of acetonitrile was added to the sample
solution for better dissolution of HCTZ. The sample solution was sonicated again (15
min) and submitted to mechanical agitation for 10 min at 40 rpm in a shaker of flasks.
The final volume was adjusted with diluent solution and the sample was centrifuged for
10 min at 4000 rpm. An aliquot of 500 puL of supernatant was transferred to a 10 mL
volumetric flask adjusting the volume with diluent solution. All the samples were

filtered through a PVDF syringe filter (0.45 um, Millipore Millex) before injection.

2.4. Chromatography

Chromatographic separations were performed on an Agilent 1100 LC system
consisting of G1311A quaternary pump, G1379A degasser, G1329A automatic injector,
G1315B diode array detector and Chemistation Rev. A.10.02 [1757] software. The
analyte separations were achieved by injecting a volume of 20 uL in a Phenyl XDB, 5
pum, 150 x 4.6 mm column maintained at 40 °C. The mobile phase consisted of a
gradient of 0.067% phosphoric acid (pH 2.5) (A) and acetonitrile (B) as follow: ty30

min: B=15%:; t3 1.5 min: B=35%; tg6.50 min: B=15%. The flow rate was maintained at
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1.2 mL min” and the UV detection set at 220 nm. The mobile phase was filtered

through a Millipore 0.45 pm PTFE membrane (Molsheim, France) before use.

2.5. System suitability

System suitability was determined by six replicates injections of a working
standard solution containing CAP (100 pg mL™"), CAD (9.0 ug mL™), HCTZ (50 g
mL™"), CTZ (0.75 g mL™") and BTDZ (1.5 ug mL™"). The number of theoretical plates
(N), resolution (Rs), tailing factor (7) and retention factor (K”) were assessed to verify if
the resolution and repeatability of the system are adequate for the analysis to be execute
[31-34]. All standard solutions were prepared using a diluent solution composed of
0.067% phosphoric acid: acetonitrile (85:15 v/v) and filtered through a PVDF syringe

filter before injection.

2.6. Validation of the analytical method

The proposed method was validated by determining the selectivity, limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ), linearity, precision (intra-day and inter-day),
accuracy and robustness as described in the International Conference on Harmonization
guidelines [34]. The selectivity was evaluated by comparing the chromatograms
obtained with a mixture of interest compounds with those obtained by placebo
injections. LOD and LOQ were determined through a triplicate of injections of
decreasing concentrations of working standard solutions. LOD was determined as the
smallest detectable peak at a signal to noise ratio of 3:1. LOQ was determined at a
signal to noise ratio of 10:1 with desirable accuracy and precision. The linearity was
determined in seven levels by a triplicate of injections of CAP (0.5 to 400.0 ug mL™),
CAD (0.313 to 14.4 ug mL™), HCTZ (0.05 to 100 ug mL™"), CTZ (0.078 to 1.2 pg mL°
" and BTDZ (0.02 to 2.4 ug mL™"). The data were subjected to regression analyses, and
calibration curves were generated to confirm the linear relationship between the peak
areas and the analyte concentrations. The slope, y-intercept, and correlation coefficient

were calculated for all analytical curves.
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The intra/inter day precision were investigated by a triplicates of injections of
working standard solutions at three concentration levels for CAP and HCTZ and four
concentration levels for the related compounds (including LOQ) as follow: CAP (80,
100, and 120 ug mL™), CAD (0.313, 7.2, 9.0 and 10.8 pg mL™"), HCTZ (40, 50, and 60
ug mL™), CTZ (0.078, 0.6, 0.75 and 0.9 pg mL™") and BTDZ (0.02, 1.2, 1.5 and 1.8 pg
mL™"). The intra-day analysis was investigated by the same analyst in a short period of
time while the inter-day analysis, by a second analyst using freshly-prepared solutions,
after two consecutive days. The results are expressed as the relative standard deviation
of the measurements (RSD%). The accuracy was measured through a recovery assay.
Thus known amounts of working standard solutions were spiked in placebos at the same
concentration levels of precision test. Placebos were prepared by mixing starch (12%),
lactose (75%), magnesium stearate (1%), cellulose microcrystalline (10%) and stearic
acid (2%). The accuracy was expressed as a percentage of the amount recovered from
spiked samples. The robustness study was evaluated by small and deliberated
modifications in the original method. In this way the flow rate was changed in + 0.05
mL min~', pH of the phosphoric acid solution # 0.1 units, column temperature + 2 °C
and mobile phase composition (aqueous and organic phases) + 0.5%. After the
modifications, the is percentage of recovery, resolution and tailing factor values were

evaluated by statistical tools (confidence interval, Student #-test and ANOV A one way).

3. Results and discussion
3.1 Method development

The first step to the method development was the definition of the wavelength
detection based on the UV-absorption spectrum of each compound. Due to the reduced
presence of chromophore groups on captopril and captopril disulfide, the wavelenght of
220 nm was chosen for its detection, being also observed excellent absorption for
hydrochlorotiazide and its related compounds. Thus it was selected to monitor all

studied compounds.

After the wavelenght choice, a Zorbax Eclipse XDB Phenyl (150 x 4.6 mm i.d.,

5 um, Agilent Technologies) column maintained at room temperature was tested for the
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analytes separation. The mobile phase consisted of 0.067% phosphoric acid: methanol
(75:25 v/v) eluted at a flow rate of 1.5 mL min™ in isocratic elution mode, a similar
condition of USP monography. Under this condition, no separation among captopril,
captopril disulfide and hydrochlorothiazide impurities was observed and the peak

shapes were compromised (flattened appearance).

In an attempt to improve peak shape and resolution between the analytes,
different brands of C8 and C18 150 x 4.6 mm i.d., Sum particle size columns were also
tested (XBridge — Waters Corporation, Ireland). Additionally, different combinations of
water, phosphoric acid solution, formic acid, methanol and acetonitrile were evaluated
to the mobile phase composition. After the experiments, it was noticed that the isocratic
elution mode was unable to separate all the compounds, being observed co-elution of
captopril, captoril disulfide and unknown impurities of HCTZ. Therefore, gradient
systems using methanol or acetonitrile with phosphoric acid 0.067% in the mobile phase
composition were tested in the three evaluated columns. The best chromatographic
profile was observed using a gradient with acetonitrile and phosphoric acid in phenyl
column, the big absorbance of formic acid in 220 nm committed its use and high
baseline oscilation was observed using methanol in the mobile phase composition. The
XBridge C18 column was unable to separate all target analytes, which was achieved
using the XBridge C8 column, however without enough resolution among the
compounds. Thus, due to the good separation achieved by phenyl column, different
temperatures (25 to 50 °C) and flow rates (1.0 to 1.5 mL min'l) were also evaluated in
this column. After the separation the second challenge was to resolve the captopril peak
shape that presented fronting. The investigation showed that higher temperatures
promote significant effects in the chromatography system being the best captopril peak
shape achieved at 40°C. Kocijan et al. explained the effect of temperature in the peak
shape of ACE-inhibitors containing a proline peptide bond, like captopril. This bond
can be either cis or trans and with increasing temperature the higher rate of
isomerization improves the peak shape, the same effect was demonstrated for acidic
mobile phase [35]. The temperature of 40°C resolved the fronting in the peak of
captopril and above it there isn’t great advantage so this was the chosen temperature.
Using 1.2 mL min™ the best run time without compromise the peak resolutions was

obtained, bigger flow rates determined fronting in the captopril peak.
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Thus, the best chromatographic conditions were obtained with a Phenyl XDB
150 x 4.6 mm (5 um particle size) column, using a gradient of phosphoric acid 0.067%
pH 2.5 (A) and acetonitrile (B) (tp.30 min: B=15%; t3 165 min: B=35%; tcs0 min:
B=15%.), at a constant flow rate of 1.2 mL min™ and UV detection set at 220 nm. The
column oven temperature was maintained at 40 °C and the volume of injection was 20
uL. Under these conditions, captopril, captopril disulfide, hydrochlorothiazide,
chlorothiazide, 4-amino-6-chloro-benzene-disulfonamide were well separated in less
than 10 min with good peak shape and resolution (Rs > 1.5). A representative

chromatogram is shown in Fig.1 and the system suitability values presented in Table 1.
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Fig. 1: Representative chromatogram of a standard mixture, containing captopril, captopril disulfide,
hydrochlorothiazide, chlorothiazide and benzotiadiazine.

Table 1: System suitability results

Parameters (Mean=6)

Compounds
7, (min) K’ R, T N
Captopril® 542 3.23 8.38 0.88 92684
Captopril disulfide” 6.28 3.90 2.20 1.06 37565
Hydrochlorothiazide® 4.23 2.30 3.39 1.07 9671
Chlorothiazide® 3.71 1.89 3.53 1.07 12136
4-amino-6-chloro-1,3 benzenedisulfonamide® 3.26 1.54 1.54 1.08 12806

2300 pgmL", 9 ugmL", € 150 ug mL", 40.75 ug mL, © 1.5 ug mL™'. Number of theoretical plates (N), resolution
(Rs), tailing factor (7), retention time (7, ), retention factor (K’).
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3.2 Method validation

3.2.1. Selectivity

The matrix comparison method demonstrated that no interferents eluted in the
same retention time of the interest substances (Fig. 1) wich ensure an adequate system
for quantitative purposed. The developed method was appropriate showing negligible

interference for the proposed assay.

3.2.2 Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ)

The new method demonstrated high sensitivity with a low LOD estimated at
0.157 ug mL" for CAP and CAD, and 0.01 pg mL" for HCTZ, CTZ and BZT. The
LOQ was estimed at 0.5 ug mL™" for CAP, 0.313 ug mL" for CAD, 0.05 ug mL™ for
HCTZ, 0.078 ug mL' for CTZ and 0.02 ug mL"' for BTDZ. Therefore these
compounds can be quantified in the pharmaceutical formulations even they are present

in low concentrations.

3.2.3. Linearity

The linearity, linear range and sensitivity were assessed from calibration curve
response for each compound. The linear regression equations and correlation
coefficients (r) were as follow: CAP, y = 11.0444x + 1.4077 (r = 0.9999); CAD, y =
13.3176x + 5.3991 (r = 0.9996); HCTZ, y = 102.4342x + 11.9628 (r = 0,9999); CTZ, y
= 135.4021x -2.3506 (r = 0.9999) and BTDZ, y = 200.7376x + 5.3323 (r = 0.9999). The
satisfactory correlation coefficient values showed that all compound responses were

linear in their respective concentration ranges.

3.2.4 Precision and accuracy

Accuracy and intra/inter-day precision values are presented in Table 2. The
results indicated that the developed method was precise for all compounds with RSD
values ranging from 0.19 to 4.30% for intra-day, and 0.23 to 4.43% for inter-day
analysis. Furthermore, the new method proved to be accurate with notable recoveries for

all compounds at a range of 98.82 to 101.31%.
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Table 2: Precision and accuracy of captopril, captopril disulfide, hydrochlorothiazide, chlorothiazide, 4-
amino-6-chloro-1,3 benzenedisulfonamide

Accuracy Precision
Compounds Stan;lart(.l Amountd Mean Intra-day Inter-day
concentration recovere recovery
! ¢ RSD % RSD %
(mgmL?)  (ugmL7) (%) (RSD%)  (RSD%)

81.04 81.13 100.11 1.63 1.46

Captopril 101.30 100.11 98.82 0.92 0.86
121.56 122.53 100.79 0.48 0.23

0.31 0.31 100.75 4.30 4.11

Captopril disulfide 7.18 7.14 99.42 1.27 3.13
8.98 8.92 99.37 1.35 4.43

10.77 10.84 100.59 0.54 3.47

41.72 4137 99.15 0.63 2.60

Hydrochlorothiazide 52.15 5221 100.10 0.81 0.56
62.59 62.93 100.55 1.08 0.73

0.08 0.08 100.51 0.19 1.65

Chlorothiazide 0.61 0.61 101.31 0.29 421
0.76 0.77 101.00 0.97 3.82

0.91 0.91 99.77 0.62 2.61

0.02 0.02 100.30 2.16 2.79

4-amino-6-chloro-1.3 126 127 100.98 0.37 2.49
benzenedisulfonamide 1.57 1.58 100.65 0.79 1.98
1.88 1.87 99.22 0.76 0.46

3.2.5 Robustness

The robustness was evaluated under small and deliberated modification to the
selected method conditions. In this context, the flow rate, column temperature,
acetonitrile, and pH of the mobile phase were changed being evaluated under each
modification the resolution, tailing factor, precision and accuracy.

According to the results presented in Table 3, CAP resolution was affected (RSD
> 5%) when the flow rate, column temperature and acetonitrile were modified. However
the selectivity was not compromised once the resolution was maintained above 7.0.

CAD resolution also presented significantly variations when the column
temperature and pH were modified (RSD >5%). Nonetheless, temperature variations not
compromised the selectivity in contrast of higher pH, wich decreases considerably the

resolution (1.33). Important to mention that higher pH also compromised the accuracy
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of this component (p < 0.05 for Student test and ANOVA, Table 4). Therefore the pH
of the mobile phase is a critical parameter that must be controlled carefully. The system
performance (Tf) and precison was not affected under all modified conditions (RSD

<5%).
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Table 3. Tailing factor and resolution in different conditions assessed in the robustness study

4-amino-6-chloro-1.3

Robustness Captopril Captopril disulfide Hydrochlorothiazide Chlorothiazide benzenedisulfonamide

parameter . pSD% Rs RSD% Tf RSD% Rs RSD% Tf RSD% Rs RSD% Tf RSD% Rs RSD% Tf RSD% Rs
Flow Rate
L1SmLmin" 089 oo 741 oo LT g 190, 106 o7 342 g0 107 e 365 50 107 o os ;
1.20 mLmin™*  0.88 8.41 1.07 1.85 1.06 3.38 1.07 3.51 1.07 -
125mLmin® 089 40 ggg 382 107 9% 1gg 193 106 018 336 03 o7 00 35 1B o7 012 ;
Temperature B
38°C 086 o5 719 g, L0 o 188 106 4o 345 |, 107 o 365 413 107 -
40°C* 0.88 8.38 1.06 2.06 1.07 3.39 1.07 3.53 1.08 ;
42°C 091 85 gg3 1049 106 003 535 1004 107 02 334 108 o7 010 33 28 rog 03 -
Acetonitrile -
145%-345% 088 0 753 .. 105 6o 213 a6 106 49 341 39 108 oo 378 4o, 107 e ;
150% - 35.0%* 0.8 8.37 1.06 2.14 1.07 3.39 1.07 3.54 1.08 -
155%-355% 089 080 933 767 106 03 o34 442 106 O 335 084 106 07 306 478 o7 0¥
pH -
2.4 089 1o 559 o 108 g0 332 40 106 405 33 op LI 351 o, 108 (03 -
2.5% 0.88 8.38 1.06 2.10 1.07 3.39 1.07 3.53 1.08 ;
2.6 088 U2 gps I3 099 71 q33 3192 106 19 33 010 105 17 349 091 o7 922 -

* Purposed condition.
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Table 4. Recovery test for robustness analysis (n=6)

4-amino-6-chloro-1.3

Robustness Captopril Captopril disulfide Hydrochlorothiazide Chlorothiazide benzenedisulfonamide
parameter
Recovery R;JD ! (t ; ) a‘)l\igl\lig Recovery R;OD ! (t;e) ) é)l\igl\u] g Recovery R;JD ! (t ; ) a‘)l\igl\lig Recovery R;OD ! (t;e) ) é)l\igl\u] g Recovery R;JD ! (t;e) ) a‘)l\igl\lig
Yo value) %0 value) Y0 value) %0 value) Yo value)

Flow Rate Confidence interval (99.77 to 100.23%) Confidence interval (98.90 to 101.10%) Confidence interval (99.83 to 100.17%) Confidence interval (99.73 to 100.27%) Confidence interval (99.72 to 100.28%)
1.15 mL/min 100.16 0.2521 99.40 0.4298 99.97 0.8037 100.18 0.6393 100.04 0.8507
1.20 mL/min 100.00 0.13 1.0000 0.4623 100.00 0.34 1.0000 0.5811 100.00 0.02 1.0000 0.8856 100.00 0.09 1.0000 0.9242 100.00  0.05 1.0000 0.8071
1.25 mL/min 99.90 0.6852 99.42 0.1657 99.95 0.7124 100.09 0.8270 99.93 0.6818
Temperature Confidence interval (99.36 to 100.64%) Confidence interval (98.48 to 101.52%) Confidence interval (99.84 to 100.16%) Confidence interval (99.40 to 100.60%) Confidence interval (99.72 to 100.28%)
38°C 100.36 0.2016 99.94 0.9438 100.01 0.9175 99.88 0.6824 99.95 0.9396
40°C 100.00 0.23 1.0000  0.2928 100.00 0.21 1.0000  0.8992 100.00 0.03 1.0000 0.8603 100.00 0.15 1.0000  0.5394 100.00 0.03 1.0000 0.9927
42°C 99.93 0.7500 99.61 0.6244 99.96 0.5302 100.17 0.5119 100.01 0.9421
Acetonitrile Confidence interval (99.36 to 100.64%) Confidence interval (98.48 to 101.52%) Confidence interval (99.84 to 100.16%) Confidence interval (99.40 to 100.60%) Confidence interval (99.72 to 100.28%)

14.5% - 34.5%
15.0% - 35.0%
15.5% - 35.5%
pH
24
25

2.6

100.37 0.2842
100.00 0.21 1.0000 0.4076
100.02 0.9014

Confidence interval (99.36 to 100.64%)

100.40 0.2720
100.00 0.21 1.0000  0.2948
100.32 0.3761

99.69 0.7622
100.00 0.17 1.0000  0.9297
99.94 0.9073

Confidence interval (98.48 to 101.52%)

99.74 0.7966
100.00 1.84 1.0000 0.0036
103.06 0.0119

100.04 0.7097
100.00 0.04 1.0000 0.6734
99.95 0.5405

Confidence interval (99.84 to 100.16%)

99.93 0.4871
100.00 0.06 1.0000 0.5859
99.88 0.2170

100.28 0.2249
100.00 0.18 1.0000  0.7173
100.33 0.4878

Confidence interval (99.40 to 100.60%)

100.31 0.5837
100.00 0.17 1.0000  0.8007
100.07 0.8476

100.11 0.2421
100.00 0.19 1.0000 0.6367
99.75 0.5742

Confidence interval (99.72 to 100.28%)

100.24 0.2820
100.00 0.12  1.0000 0.5098
100.14 0.5092
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3.3 Commercial sample analysis

The proposed method described above was used to determine the contents of CAP,
HCTZ, CAD, CTZ and BTDZ in commercially available samples of tablets containing CAP
and HCTZ, separately or combined. Additionally, the method was applied to dissolution
profile evaluation of this pharmaceutical formulations. The results for the drugs assayed were
in good agreement with the label claims and demonstrated that the method is a fast, cheap and

reliable tool for the quality control of this analytes in tablets.

4 Conclusion

The proposed method was successfully used in tablets for the simultaneous
determination of captopril, captopril disulfide, hydrochlorothiazide, chlorothiazide and 4-
amino-6-chloro-1,3 benzenedisulfonamide. The method was found to be selective, linear,
precise and accurate. The robustness study indicated that the method is sensitive to pH
variations in the mobile phase. This method presents as an alternative to the quality control of
these analytes in raw material and in tablets containing associations of captopril and

hydrochlorothiazide.
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