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RESUMO

O diltiazem é um farmaco que atua como antagonista dos canais de calcio, sendo utilizado no
tratamento de arritmias cardiacas, da hipertensdo e na prevencdo de angina. Sao relatados
varios métodos analiticos na literatura para a determinacédo de diltiazem em comprimidos e
para a determinagdo de substancias relacionadas em insumo farmacéutico, porém apenas um
método analitico indicador de estabilidade foi encontrado, sendo esse demorado e incompativel
para o acoplamento com detector de massas. As capsulas magistrais de cloridrato de diltiazem
sdo manipuladas nas mesmas dosagens que os comprimidos de liberacdo imediata disponiveis
no mercado (30 e 60 mg) e sdo usadas como alternativa terapéutica aos medicamentos
disponiveis comercialmente. Estudos comparando os perfis de dissolucdo de capsulas e
comprimidos ndo sdo descritos na literatura. Neste trabalho, foi desenvolvido e validado um
método analitico indicador de estabilidade para a determinagcéo de cloridrato de diltiazem em
comprimidos e cdpsulas magistrais por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE). Foram
avaliados os parametros de seletividade em relacdo aos excipientes das formulacbes e aos
produtos de degradacéo, assim como a linearidade, a precisdo, a exatidao e a robustez do
método analitico, conforme as legislacdes vigentes. O método analitico se mostrou adequado
para a utilizagdo em estudos de estabilidade de medicamentos. Além disso, amostras de
comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico e capsulas magistrais de cloridrato de
diltiazem foram avaliadas pelos testes de determinacdo de peso, desintegracdo, uniformidade
de doses unitérias, doseamento, dissolucéo e perfil de dissolucdo. Os comprimidos também
foram avaliados em relacdo & dureza e a friabilidade. Todos os medicamentos analisados
foram considerados adequados em relacdo aos testes de determinacdo de peso, dureza e
friabilidade (comprimidos), desintegracdo e uniformidade de doses unitarias. As capsulas
magistrais ndo foram consideradas adequadas em relagcéo aos testes de dissolucéo e perfil de
dissolucéo, demonstrando liberar rapidamente o principio ativo a partir da forma farmacéutica,
diferentemente dos comprimidos. Dessa forma, estudos posteriores sdo necessarios para se
conhecer os parametros farmacocinéticos apresentados por essa forma farmacéutica,
estabelecer uma posologia adequada e verificar se a liberagdo muito rdpida do cloridrato de
diltiazem n&o leva a um aumento da ocorréncia e gravidade dos efeitos adversos relacionados
ao farmaco. Além disso, uma outra possibilidade seria modificar a formulacdo das cépsulas
magistrais de forma a obter uma liberacdo do farmaco semelhante & do medicamento

referéncia.

Palavras-chave: Cloridrato de diltiazem. Método analitico. Comprimidos. Capsulas magistrais.

CLAE. Controle de qualidade. Dissolucao. Perfil de dissolucao.



ABSTRACT

Diltiazem is a calcium channel antagonist used in the treatment of cardiac arrhythmias,
hypertension and prevention of angina. Several analytical methods were found for the
determination of diltiazem in tablets and for the determination of related substances in active
pharmaceutical ingredient, but only one stability indicator analytical method has been found,
being time-consuming and incompatible for liquid chromatography tandem mass spectrometry.
The diltiazem hydrochloride compounded capsules are manipulated in the same dosages than
immediate release tablets available in the market (30 and 60 mg) and are used interchangeably
with the reference drug. Nevertheless, a comparison of the dissolution profiles of tablets and
capsules is not described in the literature. In this work, a stability indicator analytical method for
diltiazem hydrochloride determination in tablets and capsules by high performance liquid
chromatography (HPLC) was developed and validated. The analytical method parameters of
selectivity in relation to the formulation excipients and degradation products, linearity, precision,
accuracy and robustness were evaluated according to the regulations. The analytical method
was suitable for use in drug stability studies. In addition, samples of diltiazem hydrochloride
generic and reference tablets and compounded capsules were evaluated by uniformity of
weight, disintegration, uniformity of dosage units, assay, dissolution and dissolution profile tests.
The tablets were also evaluated by hardness and friability tests. All analyzed samples were
considered suitable in relation to the uniformity of weight, hardness and friability (tablets),
disintegration and uniformity of dosage units tests. The compounded capsules were not
considered appropriate in relation to the dissolution and dissolution profile tests, demonstrating
rapid diltiazem release from the pharmaceutical form, unlike the tablets. Therefore, further
studies are required to understand the pharmacokinetic parameters presented by this
pharmaceutical form, to establish an appropriate posology and to verify if the very rapid
diltiazem hydrochloride release does not lead to an increase in the incidence and severity of
drug-related adverse effects. Moreover, another possibility would be to modify the compounded

capsule formulation to obtain a similar release to the reference drug.

Key-words: Diltiazem hydrochloride. Analytical method. Tablets. Compounded capsules. HPLC.

Quality control. Dissolution. Dissolution profile.
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1 INTRODUCAO

A politica nacional de medicamentos genéricos foi implantada no Brasil por
meio da publicacdo da Lei n°. 9787 de 10 de Fevereiro de 1999, que trouxe um
novo paradigma na relacdo prescricdo e dispensacdo de medicamentos
visando a obtencéo de tratamento seguro e eficaz. A legislacao estabeleceu a
necessidade de realizacdo de testes de equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia para a comprovacdo da equivaléncia terapéutica dos
medicamentos genéricos em relacdo aos medicamentos referéncia e para
garantir a intercambialidade entre os mesmos. A referida lei estabeleceu que
somente os medicamentos genéricos fossem intercambiaveis com seus

respectivos medicamentos de referéncia (BRASIL, 1999).

A legislacéo brasileira permitia, até o ano de 2003, o registro de medicamentos
similares sem a exigéncia de comprovacado de equivaléncia terapéutica entre
as formulacdes, ou seja, testes de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia
nao eram requeridos para o registro de medicamentos similares. Dessa forma,
existiam diversas alternativas farmacéuticas no mercado brasileiro, porém sem

a comprovacao de eficacia e seguranca (ARAUJO et al., 2010).

Pela equivaléncia farmacéutica comprova-se que dois medicamentos contém o
mesmo farmaco, ou seja, mesmo sal ou éster da molécula terapeuticamente
ativa, mesma forma farmacéutica e via de administracdo e séo idénticos em
relacdo a concentracdo ou poténcia. Para garantir que dois medicamentos sao
equivalentes farmacéuticos, eles devem cumprir com as especificacdes
presentes na monografia oficial da Farmacopeia Brasileira ou, na auséncia
desta, em monografias de outros compéndios reconhecidos pela Anvisa, como
a farmacopeia americana, a britanica, a europeia, a japonesa, entre outras
(STORPIRTIS, 2011; BRASIL, 2009).

A RDC n° 31/2010 dispbe sobre a realizacdo de estudos de equivaléncia
farmacéutica e de perfil de dissolugdo comparativo. De acordo com a

legislagéo, o estudo deve ser realizado por centro de equivaléncia farmacéutica
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habilitado pela Anvisa comparando-se simultaneamente o medicamento teste e
o medicamento de referéncia (BRASIL, 2010).

A RDC n° 67/2007, que dispbe sobre boas praticas de manipulacdo de
preparacdes magistrais e oficinais para uso humano em farmécias, preconiza a
realizacdo de estudos de perfil de dissolucdo quando da manipulagdo de
medicamentos soélidos a base de farmacos de baixo indice terapéutico
(BRASIL, 2007). Contudo, a legislacdo ndo exige a realizacdo de tais estudos

para os demais farmacos.

O cloridrato de diltiazem é um farmaco amplamente utilizado na clinica e muito
manipulado em farmacias magistrais. As capsulas magistrais de cloridrato de
diltiazem sdo manipuladas nas mesmas dosagens que os comprimidos de
liberacdo imediata disponiveis no mercado (30 e 60 mg) e sdo usadas como
alternativa terapéutica ao medicamento referéncia. Apesar disso, estudos
comparando os perfis de dissolucdo de capsulas e comprimidos ndo séo
descritos na literatura. O perfil de dissolucéo in vitro pode ser um indicativo do
comportamento in vivo de uma formulacdo. Assim, perfis de dissolucéo
semelhantes podem ser um indicativo de que as formulagcbes sé&o
bioequivalentes, o que garantiria a eficacia e a seguranca dos medicamentos.
Dessa forma, com este estudo tem-se por finalidade realizar um estudo
comparativo entre capsulas magistrais e comprimidos dos medicamentos

referéncia e genérico contendo cloridrato de diltiazem.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar estudo comparativo do cloridrato de diltiazem em comprimidos

(referéncia e genérico) e capsulas magistrais.

2.2 Especificos

e Desenvolver e validar método analitico indicador de estabilidade para a
determinacdo de cloridrato de diltiazem em comprimidos e capsulas
magistrais.

e Avaliar a qualidade de comprimidos e cépsulas magistrais contendo
cloridrato de diltiazem utilizando o método proposto.

e Realizar perfis de dissolucdo de comprimidos e de capsulas magistrais
contendo cloridrato de diltiazem. Avaliar comparativamente os resultados
obtidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Indicacdes terapéuticas do cloridrato de diltiazem
O cloridrato de diltiazem é utilizado no tratamento da hipertenséo arterial
sistémica (HAS) e no tratamento da angina pectoris. Nas sec¢des a seguir sdo

revisadas as suas utilizacées no tratamento dessas condicdes.

3.1.1 Hipertenséao arterial sistémica

A HAS ¢é a elevacédo da pressdao arterial sistolica para valores maiores ou iguais
a 140 mmHg e da presséo arterial diastélica para valores maiores ou iguais a
90 mmHg em pacientes que nédo fazem uso de medicamentos anti-
hipertensivos. E uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de presséo arterial. (ROMERO et al., 2000; NOBRE et
al., 2013).

A hipertensao arterial € um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, sendo considerada uma importante causa de morte
no mundo. Estima-se que mais de 30% da populacdo mundial tem HAS, sendo
a prevaléncia em torno de 40% na populagcdo acima de 25 anos. O numero de
pessoas com hipertensdo nao controlada aumentou de 600 milhdes em 1980
para aproximadamente 1 bilhdo de pessoas em 2008. A hipertenséo arterial
nao diagnosticada e ndo controlada aumenta o risco para o desenvolvimento
de doencas cardiovasculares, sendo a principal causa de acidente vascular
encefélico no mundo. Em 2001, 7,6 milhdes de mortes no mundo foram
atribuidas a elevacdo da pressao arterial, sendo 54% dos casos de acidente
vascular encefédlico e 47% dos casos de doenca isquémica do coracao
atribuidos a elevacdo da presséao arterial. No Brasil, 27,4% das mortes foram
decorrentes de doencas cardiovasculares, sendo que a principal causa de
morte é o acidente vascular encefélico (SBC; SBH; SBN, 2010; WHO, 2011;
WILLIAMS, 2010).
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A hipertensao arterial apresenta elevados custos médicos e socioeconémicos
devido a suas complica¢fes, tais como acidente vascular encefélico, doenca
arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal cronica e doenca
vascular de extremidades (SBC, SBH, SBN, 2007). No més de novembro de
2009, houve 91970 internacBes por doencas cardiovasculares no Sistema
Unico de Saude (SUS), representando um custo de mais de 165 milhdes de
reais (SBC, SBH, SBN, 2010).

Sao considerados fatores de risco para o desenvolvimento de hipertensao
arterial a idade, o sexo e etnia, a genética, fatores socioeconémicos, consumo
de sal, obesidade, consumo de alcool e o sedentarismo (SBC; SBH; SBN,
2010).

A deteccdo e tratamento precoce da HAS s&o de extrema importancia para
reduzir o risco de doencgas cardiovasculares e, consequentemente, prevenir a
ocorréncia de acidentes vasculares encefalicos e infartos (WHO, 2011). Nos
estagios iniciais, a HAS pode ser tratada através da modificacdo do estilo de
vida do paciente. A prética de exercicios fisicos aerdbicos, a perda de peso, a
baixa ingestdo de sal e alcool, uma alimentacdo adequada e o combate ao
tabagismo séo praticas que podem contribuir para o controle da HAS. (SHEPS
et al.,, 1997; CHOBANIAN et al., 2003). Recomenda-se que o periodo para as
medidas de modificacdo do estilo de vida em individuos com a pressao arterial
limitrofe e em pacientes hipertensos deve ser de no maximo 12 meses para
agueles pacientes que ndo possuem nenhum fator de risco e de no maximo 6
meses para 0s pacientes que possuem pelo menos um fator de risco. Caso
esses individuos ndo apresentem reducdo da pressao arterial nesse tempo,
deve-se iniciar o tratamento farmacolégico em associacdo (CARRETERO;
OPARIL, 2000).

Com o tratamento farmacolégico da HAS visa-se, principalmente, a reducéo da
morbidade e da mortalidade cardiovasculares. Os medicamentos anti-
hipertensivos disponiveis no mercado para uso clinico estdo divididos em
classes, sendo eles os diuréticos, o0s inibidores adrenérgicos, o0s

vasodilatadores diretos, os bloqueadores dos canais de célcio, os inibidores da
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enzima conversora de angiotensina (ECA), os blogueadores do receptor AT1
da angiotensina Il e o inibidor direto da renina (CHEN; YANG, 2013).

Os blogueadores ou antagonistas dos canais de calcio possuem acdo anti-
hipertensiva em decorréncia da reducdo da resisténcia vascular periférica,
obtida pela diminuicdo da concentragcédo de calcio nas células musculares lisas
vasculares. Esses farmacos sdo divididos em trés subgrupos, sendo eles as
fenilalquilaminas, as benzotiazepinas e as diidropiridinas (SBC; SBH; SBN,
2010).

O cloridrato de diltiazem, farmaco pertencente a classe das benzodiazepinas, é
utilizado no tratamento da hipertensdo e na prevengao da angina (RANG et al.,
2007). Os canais de Ca*" sensiveis & voltagem, que medeiam a entrada de
Ca?" extracelular em resposta a despolarizacdo elétrica, sdo inibidos pelos
antagonistas dos canais de Ca®, causando relaxamento no musculo liso
vascular. Além disso, esses farmacos também podem produzir efeitos
inotropicos e cronotrépicos negativos no coracao. Eles se ligam a subunidade
a; dos canais de célcio do tipo L, reduzindo o influxo de Ca*" para o meio
intracelular. O diltiazem é um dos 10 antagonistas dos canais de Ca®'
aprovados para uso clinico nos Estados Unidos. O diltiazem causa relaxamento
da musculatura lisa arterial, ndo exercendo o mesmo efeito no leito venoso.
Ainda, o diltiazem diminui a resisténcia vascular coronariana e aumenta o fluxo
de sangue para as artérias coronarias (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2011).

Alguns estudos demonstram empiricamente a eficacia do cloridrato de diltiazem
para o tratamento da HAS. POOL e colaboradores (1986), a partir de um
ensaio clinico multicéntrico, aleatorizado e controlado, conduzido com 77
pacientes (40 deles receberam diltiazem e 37 receberam placebo), avaliaram a
eficacia do diltiazem como monoterapia para o tratamento da HAS. Os
pacientes foram acompanhados por 12 semanas. Uma dose de 360 mg/dia de
diltiazem foi necessaria para 85% dos pacientes. O diltiazem foi considerado
eficaz para o tratamento de HAS ligeira a moderada. Outro ensaio clinico

multicéntrico, aleatorizado, duplo-cego e controlado foi realizado para avaliar a
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eficacia, a relacdo dose-resposta e a duracdo da acdo de comprimidos de
liberagcdo imediata de cloridrato de diltiazem como monoterapia no tratamento
da HAS. Foram avaliadas diferentes doses em diferentes regimes posoldgicos.
O pico de efeito terapéutico foi obtido apds 6 horas da administracdo das
doses, com reducdo significativa apos 10 horas. O pico de concentracao
plasmatica ocorreu em trés horas. Os comprimidos de liberacdo imediata ndo
demonstraram ser eficientes para o tratamento da HAS em regime posolégico
de 12 em 12 horas. Controle adequado das pressdo arterial sistolica e
diastolica para a maioria dos pacientes foi obtido com regime posologico de 8
em 8 horas (POOL; NAPPI; WEBER, 1990).

Para o tratamento da hipertenséo arterial sistémica, comprimidos de liberacéo
imediata de cloridrato de diltiazem devem ser administrado em uma posologia
inicial de 30 mg trés vezes ao dia até uma dose méaxima de 360 mg ao dia,
dividida em trés a quatro tomadas (AHFS DRUG INFORMATION, 2004).

Porém, alguns estudos demonstraram possiveis riscos para a ocorréncia de
eventos cardiovasculares, como acidente vascular encefélico, infarto do
miocardio, entre outros, relacionados ao uso de agentes bloqueadores dos
canais de calcio, principalmente as formas farmacéuticas de liberacdo imediata,
no tratamento de hipertensdo em pacientes com doencas coronarianas. Por
isso, a hipertensdo arterial deve ser tratada preferencialmente com
blogueadores de canais de calcio de longa duracdo ou de formulacdes que
permitam uma liberacdo prolongada (AHFS DRUG INFORMATION, 2004;
SHEPS, et al., 1997; SBC, SBH, SBN, 2010). Os antagonistas dos canais de
calcio de liberacdo prolongada ou aqueles com meias-vidas longas
proporcionam um controle mais uniforme da pressao arterial, sendo mais

apropriados ao tratamento da hipertensao cronica (KATZUNG, 2010).

Para solucionar a controvérsia criada a respeito da seguranca dos antagonistas
dos canais de calcio, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Sociedade
Internacional de Hipertensédo criaram um comité para revisar as evidéncias a
respeito dos efeitos dessas substancias no risco de doencas cardiovasculares.

Foram observadas tendéncias para a existéncia de efeitos benéficos com a
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utilizacao de cloridrato de diltiazem e verapamil e tendéncias para a existéncia
de efeitos nocivos com a utilizacdo de nifedipino. Entretanto, as evidéncias
disponiveis ndo possibilitaram concluir sobre a existéncia de efeitos benéficos
ou nocivos relacionados aos antagonistas dos canais de calcio. De acordo com
0S autores, essa controveérsia seria solucionada apenas quando os longos
estudos epidemiolégicos de acompanhamento em andamento estivessem
concluidos (AD HOC SUBCOMMITTEE..., 1997).

Em um estudo prospectivo de acompanhamento realizado em centros de
saude da Noruega e da Suécia, o Nordic Diltiazem (NORDIL), foram
acompanhados 10881 pacientes, de outubro de 1992 a outubro de 1999.
Foram recrutados pacientes, com idades entre 50 e 74 anos, que faziam uso
de diltiazem, diuréticos, betablogueadores ou a associacdo dos dois ultimos
para o tratamento de hipertensdo. Foi investigada a ocorréncia de acidentes
vasculares encefélicos fatais ou nédo fatais, infarto do miocardio e mortes
decorrentes de doencas cardiovasculares nesses grupos. Os autores
observaram que o tratamento com diltiazem foi tdo efetivo quanto o tratamento
com diuréticos, betabloqueadores ou a associa¢do dos dois na prevencédo de
acidentes vasculares encefalicos, infarto do miocardio ou mortes provenientes
de outras doencas cardiovasculares. E importante ressaltar que foi utilizada
uma formulacéo de liberacdo imediata de diltiazem até o ano de 1997, quando
se passou a utilizar uma formulacédo de liberacdo prolongada. No entanto, os
autores ndo apresentaram justificativas para tal substituicio (HANSSON et al.,
2000).

3.1.2 Angina pectoris

A angina pectoris € uma sindrome clinica caracterizada por desconforto no
peito, que pode irradiar para o pescoco, queixo, ombro, braco ou para as
costas, sendo normalmente agravada por esfor¢o fisico ou estresse emocional
e aliviada por nitroglicerina (GIBBONS et al., 1999). A angina é o principal
sintoma de isquemia miocardica e é normalmente causada por obstrucéo
aterosclerotica das artérias coronarias, sendo comum a obstrucdo de pelo

menos uma grande artéria coronaria epicardica, o que restringe o fluxo de
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sangue e, consequentemente, a oxigenagao para o miocardio (GIBBONS et al.,
1999; NHS, 2011).

Estudos realizados com diversas populacdes demonstraram que a prevaléncia
da angina aumenta acentuadamente com a idade em ambos 0s sexos. Em
mulheres entre 45 e 54 anos, a prevaléncia varia de 0,1 a 1% e entre 10 e 15%
em mulheres entre 65 e 74 anos. Em homens entre 45 e 54 anos, a prevaléncia
varia de 2 a 5% e entre 10 e 20% em homens entre 65 e 74 anos. Estima-se
que, na maioria dos paises europeus, entre 20000 e 40000 individuos por

milhdo de habitantes sofrem de angina (FOX et al., 2006).

Os antagonistas dos canais de calcio, como o diltiazem, diminuem a resisténcia
vascular coronariana e aumentam o fluxo de sangue para as artérias
coronarias. Os antagonistas dos canais de calcio sdo eficazes para o
tratamento de angina vasoespastica e exercem seus efeitos através da
dilatacdo das artérias coronarias epicardicas e diminuicdo da demanda
miocardica de oxigénio pela reducéo da resisténcia vascular sistémica, reducao
da contratilidade do miocardio e diminuicdo da presséo arterial (FIHN et al.,
2012).

Para o tratamento da angina pectoris, comprimidos de liberacdo imediata de
cloridrato de diltiazem devem ser administrados em uma posologia inicial de 30
mg quatro vezes ao dia. A dose adequada para o tratamento da angina varia
de 180 a 360 mg ao dia, dividida em trés a quatro tomadas. Ap6s o controle
dos sintomas da angina, a dose deve ser gradualmente reduzida até a menor
dose capaz de causar o alivio dos sintomas (AHFS DRUG INFORMATION,
2004). Com o desenvolvimento das formas farmacéuticas de liberagdo
prolongada, essas também passaram a ser utilizadas no tratamento da angina
(POOL et al., 1994).

Antagonistas dos canais de calcio de curta duracdo da classe das
diidropiridinas, como o nifedipino, possuem o potencial de aumentar o risco de
eventos cardiovasculares e devem ser evitados. Os antagonistas de longa

duracéo, incluindo as formulagbes que permitem liberagcdo prolongada e os
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antagonistas diidropiridinicos e nédo diidropiridinicos de longa duracdo, séo

efetivos no alivio dos sintomas da angina (GIBBONS et al., 1999).

3.2 Propriedades farmacocinéticas e fisico-quimicas do cloridrato de

diltiazem

O cloridrato de diltiazem, quimicamente cloridrato de (2S,3S)-3-acetiloxi-5-[2-
(dimetilamino)etil]-2,3-di-hidro-2-(4-metoxifenil)-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona, é
um poé cristalino branco, inodoro e de gosto amargo, férmula molecular
C,2H27CIN,O4S, e massa molecular de 450,98 g/mol. E facilmente soltGvel em
agua, metanol, etanol, cloroférmio, diclorometano, &cido férmico, pouco solivel
em etanol anidro, praticamente insolivel em benzeno, e insoluvel em éter. O
logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (Log P) é de 2,79 e o pKa é
de 7,7. O farmaco possui faixa de fusdo de 207,5 a 212,0°C, sendo também
relatado ponto de fusdo de aproximadamente 213 °C, com decomposicao
(O'NEIL,2006; THE EUROPEAN, 2010; THE UNITED, 2012; FARMACOPEIA
Portuguesa, 2002; WODLINGER, 2005).

A formula estrutural do cloridrato de diltiazem é apresentada na Figura 1.

Figura 1 - Férmula estrutural do cloridrato de diltiazem
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O cloridrato de diltiazem € quase completamente absorvido pelo trato
gastrointestinal apdés administracdo por via oral (aproximadamente 90%),
possuindo extenso efeito de primeira passagem hepatico, com

biodisponibilidade absoluta de cerca de 40%. O inicio da agdo ocorre em 15 a
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30 minutos, com o pico em uma a duas horas. Sua meia-vida € de quatro a 7
horas. O diltiazem é biotransformado via citocromo P-450, principalmente pela
isoenzima CYP3A4, sendo as principais vias de biotransformacdo a N-
desmetilacdo, a desmetilacdo oxidativa, a desacetilacdo e a conjugacéo. Cerca
de 2% a 4% da dose de diltiazem administrada & excretada em sua forma
inalterada na urina. O diltiazem se encontra ligado a proteinas plasmaticas na
proporcao de 70% a 85% (AHFS DRUG INFORMATION, 2004; SILVA, 2010).

3.3 ApresentacOes comerciais do cloridrato de diltiazem disponiveis no

mercado

Nos Estados Unidos, o cloridrato de diltiazem esta disponivel comercialmente
sob as formas farmacéuticas comprimidos, capsulas de liberacdo prolongada
para administracdo uma ou duas vezes por dia, comprimidos de liberacao
prolongada para administracdo uma vez por dia e injecao intravenosa. No
Brasil, essas formas farmacéuticas estdo disponiveis comercialmente, com
excecdo dos comprimidos de liberacdo prolongada (AHFS DRUG
INFORMATION, 2004).

O comprimido de liberacdo imediata (Cardizem) esta disponivel nas doses de
30 mg e 60 mg. Capsulas de liberacdo prolongada utilizadas em esquema
posolégico de duas vezes ao dia (Cardizem SR) estdo disponiveis nas doses
de 90 mg e 120 mg. Capsulas de liberacdo prolongada utilizadas em esquema
posologico de uma vez ao dia (Cardizem CD) estdo disponiveis nas doses de
180 mg e 240 mg (CARDIZEM, 2013).

Os tempos de concentracado plasmatica maxima (tnmax) sdo de duas a trés horas
apos a administracdo de comprimidos de Cardizem, de quatro a 11 horas e de
10 a 14 horas, ap0s a administracdo de capsulas de Cardizem SR e Cardizem
CD, respectivamente (AHFS DRUG INFORMATION, 2004).

3.4 Métodos analiticos para determinacao de cloridrato de diltiazem por

cromatografia a liqguido de alta eficiéncia (CLAE)
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Os compéndios internacionais, como as Farmacopeias Americana 352 edicao
(THE UNITED, 2012), Britanica 2014 (BRITISH, 2013) e Europeia 72 edicao
(THE EUROPEAN, 2010), trazem monografias para o controle de qualidade de
cloridrato de diltiazem insumo farmacéutico. Apenas as Farmacopeias
Americana 352 edicdo (THE UNITED, 2012) e Britanica 2014 (BRITISH, 2013)
trazem monografias para o controle de qualidade de medicamentos contendo

cloridrato de diltiazem.

Na literatura cientifica, s&8o encontrados métodos analiticos para a
determinacdo de cloridrato de diltiazem em insumo farmacéutico e formas
farmacéuticas por espectrofotometria no ultravioleta. Além disso, séo relatados
varios métodos analiticos que utilizam a técnica de cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (CLAE) para a determinacdo do farmaco em insumo

farmacéutico, comprimidos e em matrizes bioldgicas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Métodos analiticos para determinacéo de cloridrato de diltiazem por Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

Referéncia Matriz Fase moével Fase estacionéaria Fluxo Eluicdo Deteccéo
Lacroix et al., Insumo Acetato de sédio 0,1 M contendo  Waters p-Bondapak C18 300 x 1,6 mL/min Isocratica UV, 240 nm
1989; farmacéutico e acido d-10-canforsulfénico 5 mM 3,9 mm
THE UNITED, comprimidos pH ajustado para 6,2 com NaOH C18 300 x 3,9 mm
2012 0,1 M/ Metanol / Acetonitrila
(50:25:25, v/v)
Chaudhary et al., Soro humano Acetonitrila / tampao fosfato de LiChrosorb RP-8 300 x 4,1 mm 1,2 mL/min Isocratica UV, 237 nm
1993 sédio dibasico 0,01 M (60:40, v/v), 10 um
acrescido de 0,1% (v/v) de
trietanolamina, pH ajustado para
3,0 com &cido fosférico 85%
Scully, Meehan & Plasma de Solucéo de amdnia / Metanol / Silica-gel 150 x 4,6 mm 5 pm 2 mL/min Isocratica UV, 240 nm
Kelly, 1996 roedores Diclorometano / Hexano
(0,3:35:30:370, v/v)
Li, Zhang & Plasma humano Metanol / Trietilamina 2,8 mM em Spherisorb C18 250 x 4,6 mm 1,2 mL/min Isocratica UV, 239 nm
Zhao, 2003 agua (80:20, viv) 10 um
Buur et al., 2005 Gel transdérmico Acetonitrila / NaH,PO, 0,02 M, pH Atlantis C18 150 x 4,6 mm 5 1,0 mL/min Isocratica uVv, 237 nm

2,5 (33:67, viv)

um
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Tabela 1 - Métodos analiticos para determinacéo de cloridrato de diltiazem por Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) (continuac&o)
Referéncia Matriz Fase moével Fase estacionéaria Fluxo Eluicdo Deteccéo
Quaglia et al., Insumo Tampao acetato de amonio + 0,2%  C8 Lichrospher 100 250 x 4,6 1,5 mL/min Isocratica UV, 240 nm
2005 farmacéutico de dietilamina pH 6,58 / Acetonitrila mm 5 pm
(60:40, viv) C18 Chromolith Merck 100 x
4,6 mm 5 pm
Chatpalliwar, Insumo Trietilamina 0,2% pH ajustado para Hypersil BDS C18 150 x 4,6 1,0 mL/min Gradiente UV, 240 nm
Porwal & farmacéutico e 4,5 com acido fosférico / mm 5 um
Upmanyu, 2012 comprimidos Acetonitrila (3:2, v/v)
Sultana, Arayne Insumo Metanol / Agua (80:20, v/v), pH Hypersil C18 150 x 4,6 mm 5 0,5 mL/min Isocrética UV, 236 nm
& Shafi, 2007 farmacéutico e ajustado para 3,1 com acido pum
comprimidos fosfarico
THE Insumo Etanol anidro / Acetonitrila / C18 100 x 4,6 mm 3 um 1,5 mL/min Isocratica UV, 240 nm
EUROPEAN, farmacéutico KH,PO, 6,8 g/L, 0,1 mL de N,N-
2010; dimetiloctilamina, pH ajustado para
BRITISH, 2013

4,5 com acido fosférico (5:25:70,

viv)
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Tabela 1 - Métodos analiticos para determinacéo de cloridrato de diltiazem por Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) (continuac&o)

Deteccéo

Referéncia

Matriz

Eluicédo

THE UNITED, 2012

THE UNITED, 2012

USP, 2013
(UHPLC)

Nishi & Nagamatsu,
2014 (UHPLC)

Solucéo oral e

suspenséo oral

Capsulas de
liberacéo

prolongada

Insumo
farmacéutico,
injecéo,
comprimidos e

capsulas

Insumo
farmacéutico e

comprimidos

Fase movel Fase estacionéaria Fluxo
Acetato de sddio 0,1 M contendo C18 250 x 4,6 mm 1,5 mL/min
acido d-10-canforsulfénico 5 mM 5 um
pH ajustado para 6,2 com NaOH
0,1 M / Metanol / Acetonitrila (2:1:1,
vIv)
KH,PO, 6,9 g/L pH ajustado para C8 150 x 4,6 mm 5 1 mL/min
3,0 com HCI 0,1 N. Adigcéo de 0,5 pm
mL de trietilamina.
0,1% solucdo de amdnia 30% em C18100x 2,1 mm 0,4 mL/min
agua pH ajustado para 6,0 com 1,7 um
acido acético / Acetonitrila (3:2, v/v)
Sunshell C18 100 x 1,0 mL/min

Tampao fosfato 0,05 M pH 3,0/

Metanol (35:65, v/v) 4,6 mm 2,6 um

Isocratica UV, 240 nm
Isocréatica UV, 240 nm
Gradiente DAD, 240 nm
Isocratica UV, 254 nm
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3.5 Produtos manipulados

A RDC 67 de 8 de outubro de 2007, que dispde sobre boas praticas de manipulacéo
de preparacbes magistrais e oficinais para uso humano, define farmacia como
estabelecimento de manipulacdo de férmulas magistrais e oficinais, de comércio de
correlatos, drogas e insumos farmacéuticos, abrangindo os estabelecimentos de
dispensacdo bem como os de atendimento privativo de hospitais ou de outras
unidades de assisténcia médica (BRASIL, 2007).

Com o surgimento da industria farmacéutica no Brasil a partir de 1950, as farméacias
magistrais quase desapareceram. Elas ressurgiram no final da década de 1980 e
hoje representam uma importante parcela do mercado brasileiro de medicamentos
(BONFILIO et al., 2010).

Alguns dados demonstram a importancia do setor magistral no Brasil. De acordo
com dados da Associacdo Nacional de Farmacéuticos Magistrais (ANFARMAG), a
farmacia magistral representa cerca de 10% do mercado brasileiro de
medicamentos. Em 1998, existiam no Brasil cerca de 2.100 farmécias, com a
previsdo de 5.356 farméacias em 2004. O crescimento do segmento foi de 5% em
2002, faturando cerca de R$1,3 bilhdo. Atualmente, sdo mais de 5.500 farmacias no
Brasil, gerando 60.000 empregos diretos e 240.000 indiretos, movimentando cerca
de um bilh&o de ddélares por ano. Além disso, os medicamentos manipulados tendem
a ser economicamente mais vantajosos para o0s clientes em relagcdo aos
medicamentos referéncia, similar e genérico (LEAL; SILVA; SANTANA, 2007;
BONFILIO et al., 2010).

No Brasil, diferentemente de outros paises, as farmacias magistrais estao
autorizadas a manipular medicamentos em dosagens ja disponibilizados no mercado
pela industria farmacéutica (PINHEIRO, 2008). Esses medicamentos sao, muitas
vezes, tratados como alternativas terapéuticas aos produtos industrializados pelos
profissionais prescritores. Nos Estados Unidos, as farmacias magistrais ndo sao
autorizadas a manipular medicamentos nas mesmas doses dos medicamentos
industrializados ja disponiveis no mercado (UNITED STATES, 2013).
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3.6 Estudos comparativos da qualidade de produtos manipulados e

industrializados

Poucos trabalhos comparando capsulas magistrais e medicamentos industrializados
sdo encontrados na literatura. Nao foi encontrado estudo que comparasse a

qualidade de cdpsulas magistrais e comprimidos de cloridrato de diltiazem.

Em estudo realizado com a finalidade de comparar capsulas magistrais e
industrializadas de amoxicilina em relacdo ao teste de dissolucdo e perfil de
dissolucéo foram testados trés produtos industrializados e dois produtos magistrais,
sendo trés lotes de cada produto industrializado e dois lotes de cada produto
magistral. Dos cinco produtos, dois foram considerados inequivalentes ao
medicamento referéncia, sendo um produto industrializado e um produto magistral
(CAIAFFA et al., 2002).

Em estudo realizado no municipio de Erechim-RS, foi avaliada a qualidade de
capsulas manipuladas de prednisona em comparacdo aos comprimidos do
medicamento genérico, industrializado. Os autores realizaram o0s testes de
determinacdo de peso, desintegracdo, doseamento e perfil de dissolucdo para
avaliar a qualidade fisico-quimica dos produtos manipulados. As cipsulas magistrais
cumpriram com os testes de determinacao de peso, desintegracdo e doseamento e
nao cumpriram com o teste de perfil de dissolugéo, tendo apresentado diferencas
significativas nos perfis de dissolucdo em relacdo ao perfil de dissolugdo do
medicamento genérico (BARANCELLI & FERREIRA, 2007).

Em estudo realizado no municipio de Santa Maria-RS foram comparadas amostras
de cinco farmacias de manipulacdo com o medicamento referéncia de cloridrato de
propranolol. Os produtos de duas farméacias de manipulacdo apresentaram
porcentagem de cedéncia elevada, sugerindo problemas durante o processo de
manipulacdo (JUNIOR et al., 2005).
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4 CAPITULO I: CONTROLE DE QUALIDADE DA MATERIA-PRIMA DE
CLORIDRATO DE DILTIAZEM

4.1 Materiais e métodos
4.1.1 Materiais
4.1.1.1 Substancia quimica de referéncia e amostra

Cloridrato de diltiazem SQR disponibilizado pela Farmacopeia Brasileira lote 1024
(lote corrente) e teor de 100,2% em relacdo a substancia dessecada; matéria-prima
cloridrato de diltiazem fabricada por Piramal Healthcare Limited, lote DIL/M-00610
com validade até setembro/2014 e teor de 99,7% em relacdo a substancia

dessecada.

4.1.1.2 Reagentes

e Agua ultrapura, obtida de sistema de purificagio MILLIPORE MILLI-Q
DIRECT Q3.

e Reagentes grau analitico: acido formico anidro, acido percldrico, anidrido
acético, acido nitrico, nitrato de prata, hidréxido de amoénio, metanol,
diclorometano, etanol anidro.

e Solventes grau CLAE: metanol, acido trifluoroacético.

4.1.1.3 Equipamentos

e Aparelho de ultrassom UNIQUE 1400.

e Balanca analitica SARTORIUS com preciséo de 0,01 mg modelo BP210D.
e Bomba de vacuo MILLIPORE.

e Espectrometro SHIMADZU FTIR IR Prestige-21 com software IR Solution.
e Estufa NABERTHERM TR 60.

e Equipamento para determinacdo de ponto de fusédo METTLER TOLEDO
FP62.
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Pastilhador de prensa hidraulica SHIMADZU SSP-10A.
Potenciébmetro METROHM 827 pH Lab.

Sistema de purificacdo de agua MILLIPORE DIRECT Q3.
Titulador automatico METTLER TOLEDO DL53.

4.1.2 Métodos

4.1.2.1 Determinacédo da solubilidade

A solubilidade do cloridrato de diltiazem foi determinada, separadamente, em agua,
metanol, diclorometano e etanol anidro, segundo os procedimentos descritos a

seqguir.

Pesaram-se cerca de 100 mg da amostra e transferiu-se para um tubo de ensaio de
15 mL. Adicionou-se 0,1 mL de solvente e agitou-se o tubo de ensaio, que foi
deixado em banho de ultrassom por 10 minutos. Verificou-se se a amostra se
solubilizou completamente. Se a amostra n&o se solubilizou, adicionou-se mais 0,9
mL de solvente e agitou-se o tubo de ensaio, que foi deixado em banho de ultrassom
por 10 minutos. Se a amostra ndo se solubilizou novamente, foram adicionados mais
9 mL de solvente e o tubo de ensaio foi agitado e posteriormente deixado em banho
de ultrassom por 10 minutos. No caso de a amostra ainda néo ter solubilizado, o
conteudo do tubo de ensaio foi transferido para um erlenmeyer de 125 mL,
adicionaram-se mais 90 mL de solvente e o erlenmeyer foi agitado e deixado em
banho de ultrassom por 10 minutos. A solubilidade da amostra foi classificada de
acordo com os critérios da Farmacopeia Brasileira 5% edicdo (FARMACOPEIA,
2010), conforme a Tabela 2. A tabela se refere a 1 g da substancia em determinado
volume em partes (mililitros) do solvente. Por exemplo, para que uma substancia
seja considerada solavel em um solvente, 1 g da mesma deve se dissolver em 10 a
30 mL do solvente. Como a massa de amostra pesada foi de 100 mg, a quantidade

de solvente utilizada foi proporcional a quantidade da amostra.
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Tabela 2 - Termos descritivos de solubilidade e seus significados (FARMACOPEIA, 2010)

Solvente Termo descritivo
Muito solavel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco solivel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insolGvel ou insolGvel Mais de 10000 partes

4.1.2.2 Determinacédo do ponto de fuséo

A amostra foi colocada em um capilar de vidro com uma das extremidades fechadas
e submetida a aquecimento em equipamento de ponto de fusdo automatico. A
temperatura inicial foi de 190 °C e a temperatura final foi de 230 °C, sendo a taxa de
aquecimento de 2 °C/min. O ponto de fusdo deve estar entre 207,5 e 212 °C
(O’NEIL, 2006), sendo também relatado ponto de fusdo de aproximadamente 213
°C, com decomposicao (THE EUROPEAN, 2010).

4.1.2.3 Identificacéo

4.1.2.3.1 Reacao do ion cloreto

Pesaram-se 10 mg da amostra e adicionaram-se cerca de 30 mL de agua no balédo
volumétrico de 100 mL, que foi levado para banho de ultrassom por 10 minutos para
facilitar a dissolucdo da amostra. Completou-se o volume com o mesmo solvente e
homogeneizou-se. Adicionou-se 0,1 mL de acido nitrico a 10 mL da amostra.
Adicionou-se 1 mL de nitrato de prata 4,25% (p/v) e agitou-se o tubo manualmente.
Adicionaram-se 2 mL de hidroxido de aménio 6 M e agitou-se o tubo. Deve-se obter
um precipitado branco, insoltvel em &cido nitrico, mas sollivel em ligeiro excesso de
hidroxido de aménio (FARMACOPEIA, 2010).

4.1.2.3.2 Espectrofotometria no infravermelho
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O espectro de absorcéo na regidao do infravermelho do cloridrato de diltiazem foi
obtido na faixa de nimeros de onda de 4000 a 650 cm™. Foram preparadas
pastilhas de cloridrato de diltiazem SQR e matéria-prima pesando-se 300 mg de
brometo de potassio de grau espectroscopico e 1 mg de cloridrato de diltiazem,
ambos previamente dessecados. O p6 foi misturado e levado para prensa manual
para preparagédo da pastilha. Obteve-se espectro na regidao do infravermelho para o
cloridrato de diltiazem SQR e para o cloridrato de diltiazem matéria-prima. Os

espectros foram comparados para confirmar a identidade da amostra.

4.1.2.4 pH

Dissolveu-se 1 g da amostra em agua isenta de diéxido de carbono e diluiu-se para
20 mL com o mesmo solvente. O potencial hidrogeniénico (pH) deve estar situado
entre 4,3 e 5,3 (THE EUROPEAN, 2010).

4.1.2.5 Perda por dessecagéao

Pesaram-se, exatamente, cerca de 2 g da amostra, reduzida a p6 fino, e transferiu-
se para pesa-filtro chato previamente dessecado durante 30 minutos a 105 °C. Apés
o resfriamento do pesa-filtro em dessecador, pesou-se o pesa-filtro tampado
contendo a amostra. Agitou-se brandamente o pesa-filtro para distribuir
homogeneamente a amostra. O pesa-filtro foi colocado na estufa, retirou-se sua
tampa, que também foi deixada na estufa. A amostra foi dessecada em temperatura
de 105 °C por 2 horas. ApoOs o tempo especificado, a amostra foi retirada da estufa e
deixada para esfriar até temperatura ambiente em dessecador, sendo entdo pesada
novamente. O teste foi realizado em duplicata. A perda néo deve ser maior que 0,5%
do peso, segundo as Farmacopeias Americana e Europeia (THE UNITED, 2012;
THE EUROPEAN, 2010).

4.1.2.6 Doseamento
Pesaram-se, exatamente, cerca de 400 mg da amostra dessecada em um béquer.

Adicionou-se uma mistura de 2 mL de acido féormico anidro e 60 mL de anidrido

acetico. Titulou-se a amostra com &cido perclorico 0,1 M SV, previamente
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padronizado, utilizando-se titulador automatico. Determinou-se o ponto final
potenciometricamente. O teste foi realizado em triplicata. O teor da amostra deve
estar entre 98,5 e 101,0% em relacdo a substancia dessecada (THE EUROPEAN,
2010).

4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Determinacao da solubilidade

O cloridrato de diltiazem foi considerado facilmente soluvel em &gua, facilmente
solivel em metanol, facilmente solavel em diclorometano e pouco soluvel em etanol
anidro. Os termos descritivos de solubilidade foram os utilizados na Farmacopeia
Brasileira, 52 edicdo (FARMACOPEIA, 2010), contidos na Tabela 2. As
classificagcbes de solubilidade obtidas estdo de acordo com as especificacoes
presentes na monografia de cloridrato de diltiazem da Farmacopeia Europeia, 72
edicdo (THE EUROPEAN, 2010).

4.2.2 Determinacao do ponto de fuséo

O ponto de fusado foi determinado em aparelho de ponto de fusdo automético. O
ponto de fusdo determinado foi de 212,4 °C, compativel com a especificacdo
relatada na Farmacopeia Europeia 72 edigdo, de aproximadamente 213 °C, com
decomposicdo (THE EUROPEAN, 2010).

4.2.3 Identificacéo

4.2.3.1 Reacao do ion cloreto

Apés a solugdo de cloridrato de diltiazem matéria-prima, previamente acidificada
com &cido nitrico, ter reagido com nitrato de prata, houve a formagdo de um
precipitado branco, insoltuvel. A adicéo de solucéo de hidréxido de aménio em ligeiro
excesso solubilizou o precipitado. O resultado € compativel com a presenca de ions
cloreto na amostra (FARMACOPEIA, 2010).
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4.2.3.2 Espectroscopia no infravermelho

Espectros de infravermelho foram obtidos para a amostra e para a substancia
quimica de referéncia na faixa de nimero de ondas de 4000 a 650 cm™. Os

espectros foram comparados para confirmar a identidade da amostra (Figura ).

Figura 2 - Sobreposicéo dos espectros na regido do infravermelho da amostra (trago preto) e
do cloridrato de diltiazem substancia quimica de referéncia (traco vermelho)
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As bandas de absorgcédo obtidas nos espectros de infravermelho para a amostra e
para a SQR, bem como as atribui¢des relativas aos grupos funcionais da molécula,

sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Numeros de onda e atribuicdes das bandas de absorc&o obtidas nos espectros de
infravermelho da amostra e da SQR
NGmero de onda (cm™) Atribuicéo e grupo funcional

1742 Deformacéo axial da ligagdo dupla carbono-oxigénio de éster

1678 Deformacéo axial da ligacdo dupla carbono-oxigénio de amida
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Tabela 4 - Nimeros de onda e atribuicdes das bandas de absorcéo obtidas nos espectros de
infravermelho da amostra e da SQR (continuac¢éo)
NGmero de onda (cm™) Atribuicéo e grupo funcional

1510 Deformacao axial da ligacao dupla carbono-carbono de
compostos aromaticos
1475 Deformacéao axial da ligacao dupla carbono-carbono de
compostos aromaticos
1254 e 1026 Deformacéao axial da ligagdo carbono-oxigénio de éter
aromatico e éster

O espectro de infravermelho do diltiazem apresenta algumas bandas de absorcao
caracteristicas: 1682, 1512, 1252 e 1033 cm™ (MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP,
2004). Os espectros de infravermelho obtidos para a amostra e para a SQR
apresentam bandas de absor¢cdo muito proximas desses valores. Além disso, a
sobreposicado dos dois espectros demonstra que se tratam da mesma substancia,
uma vez que possuem bandas de absor¢do nos mesmos comprimentos de onda e

com intensidades semelhantes.

4.2.4 pH

O pH encontrado para a solucdo da amostra a 1% (p/v) foi de 5,28, valor de acordo
com a especificacdo, de 4,3 a 5,3 (THE EUROPEAN, 2010).

4.2.5 Perda por dessecacao
A perda por dessecacdo foi calculada utilizando-se os valores apresentados na
Tabela 4. A perda média de peso foi de 0,12%, inferior a especificacdo de no

maximo 0,5% (THE UNITED, 2012; THE EUROPEAN, 2010).

Tabela 5 - Perda por dessecagdo da amostra

n Pesa-filtro + amostra (antes da Pesa-filtro + amostra Amostra (g) Perda por
dessecacao) (ap6s a dessecacao) dessecacao
(9 ) (%)
1 44,78618 44,78387 2,00537 0,1152
2 45,48150 45,47889 2,00699 0,1300

MEDIA 0,1226
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4.2.6 Doseamento

O cloridrato de diltiazem foi titulado em meio ndo aquoso utilizando-se acido
perclérico 0,1 M SV previamente padronizado. Os volumes gastos de &acido
perclorico foram corrigidos em funcéo do fator de correcdo. O teste foi realizado em
triplicata, e os resultados estdo mostrados na Tabela 5. O teor médio de cloridrato
de diltiazem na amostra foi de 100,76%, situado entre 98,5 e 101,0% (THE
EUROPEAN, 2010).

Tabela 6 - Determinac&o do teor de cloridrato de diltiazem matéria-prima por titulagéo
potenciométrica em meio ndo aquoso

N Massa de cloridrato Volume de &cido Massa de Teor (%)
de diltiazem (mgQ) percldrico 0,1 M cloridrato de
SV (mL) diltiazem
encontrada (mg)

402,11 9,04770 409,03 101,72

402,44 8,91964 403,24 100,20

3 403,24 8,95053 404,64 100,35

MEDIA 100,76

DPR 0,83

Com base nos testes de controle de qualidade realizados no cloridrato de diltiazem
insumo farmacéutico ativo e nas monografias disponiveis em farmacopeias
internacionais, foi elaborada uma proposta de monografia para a inclusdo na
Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (APENDICE A - Proposta de monografia de
cloridrato de diltiazem insumo farmacéutico ativo para inclusdo na Farmacopeia

Brasileira 62 edi¢do, pagina 132).
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5 CAPITULO Il: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA
EFICIENCIA PARA A DETERMINACAO DE CLORIDRATO DE
DILTIAZEM EM COMPRIMIDOS E CAPSULAS

5.1 Materiais e métodos
5.1.1 Materiais
5.1.1.1 Substancia quimica de referéncia e amostras

Cloridrato de diltiazem SQR disponibilizado pela Farmacopeia Brasileira lote 1024
(lote corrente) e teor de 100,2%; comprimidos do medicamento de referéncia
(cardizem), fabricados pelo laboratério Boehringer Ingelheim, contendo 30 mg de
cloridrato de diltiazem (27,57 mg de diltiazem base), lote A05752 com validade até
09/2015; comprimidos do medicamento genérico, fabricados pelo laboratério EMS,
contendo 30 mg de cloridrato de diltiazem (27,57 mg de diltiazem base), lote 566651
com validade até 08/2015; capsulas magistrais, manipuladas por uma farmécia de
Belo Horizonte, contendo 30 mg de cloridrato de diltiazem (27,57 mg de diltiazem
base), com validade até 17/05/2014; cépsulas placebo, manipuladas por uma
farméacia de Belo Horizonte, contendo apenas os excipientes da formulagcédo, com
validade até 17/05/2014; cloridrato de diltiazem matéria-prima, fabricada por Piramal
Healthcare Limited, lote DIL/M-00610 com validade até setembro/2014 e teor de
99,7%.

5.1.1.2 Reagentes

e Agua ultrapura.

e Papel de filtro quantitativo diametro 12,5 cm.

e Membrana de éster de celulose MILLIPORE com diametro de 47 mm e
poros de 0,45 pm.

¢ Dispositivo para filtragéo.
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e Reagentes grau analitico: acido acético glacial, acetato de amonio, acido
férmico, acido cloridrico, hidroxido de sédio, peroxido de hidrogénio.

e Solventes grau CLAE: metanol, acido trifluoroacético.

5.1.1.3 Equipamentos

e Aparelho de ultrassom UNIQUE 1400.

e Balanca analitica SARTORIUS com preciséo de 0,01 mg modelo BP210D.

e Banho-maria FULL GAUGE TIC-17C.

e Bomba de vacuo LABOPORT KNF N842.

e Coluna cromatogréafica Purospher Star MERCK, octadecilsilano, capeada,
comprimento de 150 mm, diametro interno de 4,6 mm e tamanho de
particula de 5 pum.

e Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia THERMO Surveyor equipado com
desgaseificador, bomba quaternaria, forno de colunas, injetor automatico e
detector de arranjo de diodos (DAD) na regido do ultravioleta e visivel.

¢ Pipetas automaticas calibradas BRAND TRANSFERPETTE.

e Potencidmetro METROHM 827 pH Lab.

e Sistema de purificacdo de agua MILLIPORE DIRECT Q3.

e Software Excel 2007.

5.1.2 Métodos

5.1.2.1 Selecéao e otimizacao das condi¢cdes cromatogréaficas

Com a finalidade de estabelecer as melhores condi¢cdes cromatograficas para a
eluicdo isocratica do cloridrato de diltiazem realizou-se, inicialmente, gradientes
exploratorios amplos com diferentes fases moveis aquosas. As condigdes
cromatograficas para a realizacdo dos gradientes exploratorios amplos sdo descritas
na Tabela 6. Os modos de preparo das fases aquosas testadas sao descritos a

sequir.
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A fase aquosa A (Acido acético 0,1% v/v) foi preparada transferindo-se 1 mL de
acido acético glacial para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi completado

com agua ultrapura e a solugdo homogeneizada.

A fase aquosa B (&cido formico 0,1% v/v) foi preparada transferindo-se 1 mL de
acido formico para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi completado com

agua ultrapura e a solugcdo homogeneizada.

A fase aquosa C (tampdo acetato de amobnio - &cido férmico) foi preparada
transferindo-se 154 mg de acetato de aménio para baldo volumétrico de 1000 mL.
Em seguida, 500 mL de agua ultrapura foram adicionados e o baldo agitado até
solubilizacdo do acetato de amodnio. Adicionaram-se 250 pyL de acido formico,

completou-se o volume com agua ultrapura e homogeneizou-se.

A fase aquosa D (acido trifluoroacético 0,05% v/v) foi preparada transferindo-se 500
uL de acido trifluoroacético para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi

completado com agua ultrapura e homogeneizou-se.

Tabela 7 - Condicdes cromatogréaficas para os gradientes exploratérios amplos para eluicéo
de cloridrato de diltiazem.
Parametros Condicdes

Fase moével e gradiente Metanol:fase aquosa (5:95). Gradiente de metanol de 5% a 100%

em 60 minutos.

Fluxo de fase movel 1 mL/min

Volume de injecao 20 pL

Coluna Purospher Star Cyg, capeada, 150 x 4,6 mm, 5 um

Temperatura da coluna 30°C

Comprimento de onda 240 nm

Solucgéo teste Cloridrato de diltiazem 0,1 mg/mL em mistura de metanol:agua
(50:50)

Tempo de corrida 60 minutos

A partir dos resultados dos gradientes exploratérios, foram estabelecidas condi¢cdes
isocraticas para cada fase movel testada utilizando-se os parametros descritos na
Tabela 7. Nessas corridas isocraticas, foram avaliados os parametros de fator de

retencdo, numero de pratos teoricos e fator de assimetria para o pico principal.
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Tabela 8 - Estimativa da porcentagem de solvente organico para a primeira corrida isocratica
baseada no tempo de retencdo do ultimo pico na corrida em gradiente (SNYDER et al., 1997)

tg do Ultimo pico (min) Estimativa da porcentagem de solvente organico
k=5 k=10 k=20
5 6 0
10 19 12 5
15 29 22 14
20 37 30 22
25 45 38 30
30 53 46 38
35 61 54 46
40 69 62 54
45 77 70 62
50 85 78 70
55 93 86 78
60 100 94 86
65 100 94

De acordo com Snyder e colaboradores (1997), utiliza-se o tempo de retencdo do
altimo pico do cromatograma e o fator de retencdo desejado para estimar a
composicao da fase movel para a elui¢do isocratica. Quando o cromatograma possui
apenas um pico, utiliza-se o tempo de retencdo do mesmo. Por exemplo, se o tempo
de retencdo do ultimo pico no cromatograma é de 40 minutos e deseja-se um fator
de retencdo igual a 5, utiliza-se 69% de solvente organico para a eluicao isocratica.

Em seguida, melhorou-se a condicdo cromatografica selecionada alterando-se a
propor¢cdo de solvente organico, com a finalidade de melhorar os parametros

cromatograficos.

5.1.2.2 Calculos dos parametros cromatograficos

Os parametros cromatograficos como tempo morto, fator de retencdo, nimero de
pratos tedricos, resolucéo, fator de assimetria e outros foram calculados conforme
formulas relacionadas na Tabela 8 e as representacdes graficas da Figura 3 e da

Figura 4.
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Tabela 9 - Simbolos e férmulas utilizadas nos calculos dos parametros cromatogréaficos
(FARMACORPEIA, 2010; SNYDER et al., 1997; AGILENT TECHNOLOGIES, 2014)

Simbolos Parametros
to Tempo do volume morto: tempo necessario para que uma substancia nao retida pela
coluna chegue ao detector
t, Tempo de retengdo: tempo necessario para que o analito percorra o trajeto injetor-
coluna-detector
k Fator de retencéo: retencdo do analito expressa como numero de volumes mortos
kot
to
a Fator de separacgéo: razdo entre dois fatores de retengéo
k,
T
W Largura do pico: distancia entre as duas tangentes as laterais do pico, medida a linha
de base
Whyyo Largura a meia altura: distancia entre as duas tangentes as laterais do pico, medida a
meia altura
R Resolucao: grau de separac¢éo entre picos adjacentes
O L18(t, — ty)
- Winha+ Wanya
N Numero de pratos tedricos: medida da eficiéncia da coluna
— tr 2
N = 5,54 (Wh/z)
b Distancia da tangente direita até a linha perpendicular que liga o &pice do pico a linha
de base a 10% da altura do pico
a Distancia da tangente esquerda até a linha perpendicular que liga o apice do pico a
linha de base a 10% da altura do pico
As Fator de assimetria: medida do formato do pico
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Figura 3 - Separagdo cromatografica de duas substancias (FARMACOPEIA, 2010)
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5.1.2.3 Seletividade

5.1.2.3.1 Seletividade frente a produtos de degradagcdo e otimizacdo do método

analitico
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Para demonstrar a seletividade do método, avaliou-se a estabilidade do cloridrato de
diltiazem frente a condi¢cdes de estresse, como hidrélise &cida, hidrolise alcalina,

hidrolise neutra e oxidacao (Tabela 9).

O estudo da estabilidade intrinseca do cloridrato de diltiazem foi adaptado do estudo
com o cloridrato de mefloquina, realizado por Nogueira (2007) e do estudo de

Chatpalliwar, Porwal e Upmanyu (2012) com o cloridrato de diltiazem.

Para a preparacgdo da solugdo estoque do farmaco, foram transferidos, exatamente,
cerca de 10 mg de cloridrato de diltiazem para baldo volumétrico de 50 mL. O
volume foi completado com metanol e a solugdo homogeneizada, obtendo-se

concentracdo de 0,2 mg/mL.

Tabela 10 - Estudo de estabilidade intrinseca do cloridrato de diltiazem

Tubos Conteudos
1 5 mL da solucéo estoque + 5 mL de &cido cloridrico 0,2 mol/L
2 5 mL da solucéo estoque + 100 pL de hidroxido de sédio 0,02 mol/L + 4,9 mL

de &gua ultrapura

3 5 mL da solucdo estoque + 5 mL de agua ultrapura

4 5 mL da solugdo estoque + 5 mL de perdxido de hidrogénio 6% v/v

As solucbes para o estudo de degradacdo foram preparadas conforme Tabela 9.
Foram preparados também tubos contendo 5 mL de metanol, ao invés da solucéo
estoque, para servirem de branco da reagdo. Os tubos foram mantidos em banho-
maria a 50 °C por 21 horas. Foram retiradas dos tubos aliquotas de 1 mL, nos
tempos 0, 1, 2, 3, 6 e 21 horas, que foram transferidas para vials. Foi feita uma
injecdo de cada solucdo utilizando as condicbes cromatogréaficas definidas no
desenvolvimento do meétodo. As condi¢cdes cromatograficas foram ajustadas de

forma a se obter separacéo adequada entre 0s picos.
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Para comprovar a capacidade do método analitico de separar o farmaco e todos os
seus produtos de degradacéo, as solugbes submetidas as condigBes de estresse
(tubos 1 a 4) foram misturadas em iguais propor¢cfes. Uma solucdo em branco
contendo todos os reagentes foi preparada e injetada. Todos os picos devem se

apresentar separados dos demais com uma resolu¢do minima de 2,0.

As condi¢cdes cromatogréaficas iniciais utilizadas para o estudo de degradacéo

forcada estdo demonstradas na Tabela 10.

Tabela 11 - Condicdes cromatogréficas utilizadas como ponto de partida para a
determinacdo de cloridrato de diltiazem nas amostras submetidas a degradacéo forcada
durante o estudo de seletividade do método analitico.

Parametros

Condicbes

Fase moével e gradiente

TFA 0,05% (v/v) em metanol:acido trifluoroacético 0,05% (v/v)

(61:39).

Fluxo de fase movel 1 mL/min

Volume de injecdo 20 pL

Coluna Purospher Star Cig 150 X 4,6 mm, 5 um

Temperatura da coluna 30°C

Comprimento de onda 240 nm

Solucéo teste Cloridrato de diltiazem 30 pug/mL em mistura de metanol:agua
(50:50)

Tempo de corrida 10 minutos

As condi¢cdes cromatograficas do método analitico para determinacédo de cloridrato
de diltiazem em comprimidos e capsulas foram otimizadas durante o estudo de

degradacdo forcada de forma a se obter resolugdo minima de 2,0 entre todos os

picos. As condi¢des cromatogréaficas melhoradas sdo mostradas na Tabela 11.

Tabela 12 - Condicdes cromatogréficas para a determinacéo de cloridrato de diltiazem na
presenca de seus produtos de degradacéo otimizadas durante o estudo de seletividade do

método analitico

Parametros

Condicbes

Fase moével e gradiente
Fluxo de fase movel
Volume de injecao
Coluna

Temperatura da coluna

TFA 0,05% (v/v) em metanol: TFA 0,05% ( v/v) em agua (56:44).
1 mL/min

20 L

Purospher Star C;5 150 x 4,6 mm, 5 pm

30°C
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Tabela 11 - Condicdes cromatograficas para a determinacéo de cloridrato de diltiazem na
presenca de seus produtos de degradacéo otimizadas durante o estudo de seletividade do
método analitico (continuagao)

Parametros Condicbes
Comprimento de onda 240 nm
Solucéo teste Cloridrato de diltiazem a 30 pg/mL em mistura de metanol:agua
(50:50)
Tempo de corrida 14 minutos

5.1.2.3.2 Seletividade em relagao aos excipientes das formulagcbes

Para a comprovacdo da seletividade do método analitico para as formas
farmacéuticas comprimido e cépsula, foram preparadas solucbes a partir das
capsulas placebo e de uma mistura de excipientes dos comprimidos (Tabela 12),
com a finalidade de se comprovar a auséncia de pico interferente no tempo de
retencdo do cloridrato de diltiazem. As formulacdes dos comprimidos foram
estimadas com base nas informacfes encontradas nas bulas e nas porcentagens
usualmente empregadas para a producdo de comprimidos (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009). A formulacdo das capsulas foi gentiimente cedida pela farméacia de

manipulacdo, que preparou capsulas placebo.

Tabela 13 - Composicéo estimada e fungéo farmacotécnica dos excipientes das formulagdes
de capsulas e comprimidos utilizados para o teste de seletividade
Cardizem (medicamento referéncia)

Excipiente Proporcéo Funcéo farmacotécnica
Oleo de ricino hidrogenado 5% Agente de liberacdo prolongada
Macrogol 6000 5% Aglutinante
Estearato de magnésio 0,5% Lubrificante
Lactose monoidratada g.s.p. 100% Diluente

Cloridrato de diltiazem (medicamento genérico)

Excipiente Proporcéo Funcéo farmacotécnica
Oleo de ricino hidrogenado 5% Agente de liberacdo prolongada
Macrogol 6000 5% Aglutinante
Estearato de magnésio 0,5% Lubrificante
Dioxido de silicio 1,0% Lubrificante

Lactose monoidratada g.s.p. 100% Diluente
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Tabela 12 - Composicéo estimada e fungdo farmacotécnica dos excipientes das

formulacdes de capsulas e comprimidos utilizados para o teste de seletividade (continuacéo)

Cloridrato de diltiazem (capsulas magistrais)

Excipiente Proporcéo Funcdo farmacotécnica
Celulose microcristalina 63% Diluente
Lactose monoidratada 20% Diluente

Além disso, a seletividade do método analitico também foi avaliada através da
preparacao de 3 solu¢cdes amostra contendo o diluente, os excipientes e o cloridrato
de diltiazem e 3 solu¢cbes amostra contendo apenas o diluente e o cloridrato de
diltiazem. As solucdes foram injetadas e suas respostas foram comparadas pelo
teste t de student, nivel de significancia de 5%, com a finalidade de se verificar
possivel interferéncia dos excipientes na resposta do cloridrato de diltiazem.

5.1.2.4 Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se curva analitica para cloridrato de diltiazem
em cinco niveis de concentracdo, na faixa de 50% a 150% da concentracdo de
trabalho de cloridrato de diltiazem (30 pg/mL), como recomendado em legislacdes
especificas (BRASIL, 2003; INTERNATIONAL, 2005).

Para a constru¢cdo da curva analitica, foi preparada uma solucdo estoque de
cloridrato de diltiazem SQR. A solucédo padrdo estoque foi preparada pesando-se,
exatamente, cerca de 30 mg de cloridrato de diltiazem SQR e transferindo-se para
baldo volumétrico de 200 mL. Foram adicionados cerca de 30 mL de metanol e o
baldo foi levado a banho de ultrassom por 10 minutos. O volume foi completado com

0 mesmo solvente e a solucdo homogeneizada.

As diluicbes foram feitas em triplicata, totalizando 15 solugbes (Tabela 13). As
solugbes foram preparadas a partir de diluicbes da solugcdo estoque realizadas
utilizando-se uma bureta de 25 mL. As solugdes foram preparadas aleatoriamente e
posteriormente filtradas, transferidas para vials e injetadas uma vez no cromatografo

aleatoriamente. Uma das solucbes correspondentes a 100% da concentracdo de
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trabalho foi injetada cinco vezes para verificar a adequabilidade do sistema. Incluiu-

se uma corrida na qual se injetou 4gua entre as injeces das soluc¢des padrao.

Tabela 14 - Modo de preparo das solugdes de cloridrato de diltiazem para avaliagdo da

) linearidade
Volume de solucao Agua g.s.p. (mL) Concentracéao Nivel de
padrdo estoque (ug/mL) concentracao

(mL)

50 50 15,0 50%
7,5 50 22,5 75%
10,0 50 30,0 100%
12,5 50 37,5 125%
15,0 50 45,0 150%

Testes estatisticos foram utilizados para verificar se os dados de regressao linear
atendem as premissas para o método dos minimos quadrados ordinarios, como

sugerido por Souza e Junqueira (2005) e demonstrado na Tabela 14.

Tabela 15 - Testes estatisticos aplicados aos dados de regresséo linear

Outliers Normalidade Homocedasticidade Independéncia
Residuo Jacknife Ryan-Joiner Levene modificado Durbin-Watson
Ha outliers? Dados seguem a Dados séo Dados séo

distribuicdo normal? homocedasticos? independentes?

A curva analitica foi construida com os valores de area para cada nivel de
concentracdo de cloridrato de diltiazem. A regressao linear foi calculada pelo método
dos minimos quadrados ordinarios. Todos os testes estatisticos foram realizados

utilizando-se software Excel 2007.

5.1.2.5 Exatidao, precisdo intraensaio e interensaios

A recuperacdo e a precisdo do método foram avaliadas por adicdo de padrdo a
solugdes preparadas a partir de comprimidos e capsulas em trés niveis de
concentragdo, 50%, 100% e 150% da concentracdo de trabalho (30 pg/mL). A
porcentagem de recuperacéo foi determinada. Foram preparadas seis replicatas por
dia para cada nivel de concentragdo, em dois dias. O preparo das solugbes amostra

para comprimidos e capsulas é descrito a seguir.
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A solucdo amostra para comprimidos foi preparada da seguinte forma: determinou-
se 0 peso médio de 20 comprimidos, que foram triturados posteriormente.
Transferiu-se, exatamente, quantidade de p6 equivalente a 15 mg de cloridrato de
diltiazem para baldes volumétricos de 100 mL. Adicionou-se quantidade de cloridrato
de diltiazem padréo de trabalho estabelecida na Tabela 15. Adicionaram-se cerca de
50 mL de metanol e levou-se o baldo para banho de ultrassom por 10 minutos.
Completou-se o volume com agua e homogeneizou-se. A solucao foi filtrada,
descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Transferiram-se 5 mL da solucéo
para baldo volumétrico de 50 mL, completou-se o0 volume com agua e
homogeneizou-se. A preparacdo das amostras para a avaliacdo da exatiddo e

precisdo do método analitico para comprimidos € demonstrada na Tabela 15.

Tabela 16 - Preparacédo das amostras de comprimidos para avaliacéo da exatiddo do método

analitico
Solucéo Massa de Massa de Concentracéo Nivel de
fortificada diltiazem na padréo de tedrica final concentracéo
amostra (mg) trabalho (mg) (ng/mL)
1 15,0 15,0 50%
2 15,0 15,0 30,0 100%
15,0 30,0 45,0 150%

A solucdo amostra para as capsulas foi preparada como se segue: determinou-se o
peso médio do conteudo de 20 cépsulas placebo. O contedudo das capsulas foi
homogeneizado posteriormente. Transferiu-se, exatamente, quantidade de poé
equivalente a um peso médio do conteldo das capsulas para baldo volumétrico de
100 mL. Adicionou-se quantidade de cloridrato de diltiazem padrdo de trabalho
estabelecida na Tabela 16. Adicionaram-se cerca de 50 mL de metanol e levou-se o
baldo para banho de ultrassom por 10 minutos. Completou-se o volume com agua e
homogeneizou-se. A solucdo foi filtrada, descartando-se os primeiros 10 mL do
filtrado. Transferiram-se 5 mL da solucdo para baldo volumétrico de 50 mL,
completou-se o volume com agua e homogeneizou-se. A preparacdo das amostras
para a avaliacdo da exatiddo e precisdo do método analitico para capsulas é

demonstrada na Tabela 16.
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Tabela 17 - Preparacédo das amostras de capsulas para avaliacéo da recuperacdo do método

Solucgéo Massa de Massa de Concentragéo Nivel de
fortificada diltiazem na padréo de tedrica final concentracéo
amostra (mg) trabalho (mg) (ug/mL)
1 15,0 15,0 50%
2 30,0 30,0 100%
45,0 45,0 150%

As porcentagens de recuperacao foram calculadas utilizando-se a formula:

Creal

x 100

% Recuperacgao = c
teérica

em que,
Creal = concentracao de cloridrato de diltiazem determinada na amostra
Ciesrica = concentracdo de cloridrato de diltiazem esperada para a amostra apos

adicao de quantidade conhecida do padrao ao placebo

Os valores de desvio padrao relativo para comprovacao da precisao intraensaio e
interensaios do método analitico devem ser inferiores a 5% (BRASIL, 2003).
Entretanto, recomenda-se que os valores de DPR sejam inferiores a 2% (GREEN et
al., 1996).

A recuperacdo média em cada nivel de concentracdo deve estar entre 98% e 102%
(GREEN et al., 1996).

5.1.2.6 Robustez e adequabilidade do sistema

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos, indicando sua
confiangca durante o uso rotineiro. Os parametros avaliados foram: temperatura da
coluna, fluxo de fase mével e proporcéo de solvente organico na fase movel, como
demonstrado na Tabela 17. Foram preparadas 6 solugdes amostra de comprimidos
e 6 solu¢cdes amostra de capsulas. Duas solu¢des padrdo foram preparadas. O
preparo das solucdes é descrito a seguir. Cada solucédo padrao foi injetada cinco
vezes em cada condicdo descrita na Tabela 17.



60

Tabela 18 - Parametros modificados para a avaliacdo da robustez do método de doseamento
de cloridrato de diltiazem em formas farmacéuticas

Pardmetros/Condicbes Nominal 1 2 3 4 5 6
% metanol 56 54 58 56 56 56 56
Fluxo (mL/min) 1,0 10 10 0,9 11 1,0 1,0
Temperatura (°C) 30 30 30 30 30 25 35

A solucdo amostra para comprimidos foi preparada como a seguir: determinou-se 0
peso médio de 20 comprimidos, que foram triturados posteriormente. Transferiu-se,
exatamente, quantidade de pé equivalente a 30 mg de cloridrato de diltiazem (um
peso médio) para baldo volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se cerca de 50 mL de
metanol e levou-se o baldo para banho de ultrassom por 10 minutos. Completou-se
o volume com agua e homogeneizou-se. A solucédo foi filtrada, descartando-se os
primeiros 10 mL do filtrado. Transferiram-se, com o auxilio de uma pipeta
volumétrica, 5 mL do filtrado para um baldo volumétrico de 50 mL, completou-se o
volume com agua e homogeneizou-se, obtendo-se uma solu¢do com concentracdo
de 30 pg/mL.

A solucado amostra para capsulas foi preparada como descrito a seguir: determinou-
se 0 peso médio do conteudo de 20 cépsulas e homogeneizou-se posteriormente.
Transferiu-se, exatamente, quantidade de p6 equivalente a 30 mg de cloridrato de
diltiazem (um peso médio do contelddo) para baldo volumétrico de 100 mL.
Adicionaram-se cerca de 50 mL de metanol e levou-se o baldo para banho de
ultrassom por 10 minutos. Completou-se o volume com agua e homogeneizou-se. A
solucéo foi filtrada, descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Transferiram-se,
com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 5 mL do filtrado para um baldo volumétrico
de 50 mL, completou-se o volume com agua e homogeneizou-se, obtendo-se uma

solugdo com concentragao de 30 pg/mL.

As solugdes padréo foram preparadas como descrito a seguir: pesaram-se 15 mg de
cloridrato de diltiazem para baldo volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 30 mL de
metanol e levou-se o baldo para banho de ultrassom por 10 minutos. O volume foi
completado com &gua e a solucdo homogeneizada. Foram transferidos, com auxilio

de uma pipeta volumétrica, 10 mL da solucdo preparada anteriormente para um
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baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com agua e a solugédo
homogeneizada, obtendo-se concentracéo de 30 pg/mL.

A partir dos resultados de teor de cloridrato de diltiazem obtidos foi feita uma analise
de variancia (ANOVA), nivel de significAncia de 5%, para cada situacdo, com a
finalidade de se verificar a influéncia de cada variacdo na resposta do método

analitico.

Para estabelecer a adequabilidade do sistema cromatografico, foram avaliados os
seguintes parametros para o pico principal da solucdo padrdo: fator de assimetria,
fator de retencdo, niumero de pratos teoricos e desvio padréo relativo das areas de
cinco injecdes. O FDA recomenda que o numero de pratos tedricos seja superior a
2000, que a resolucao seja superior a 2,0 entre o pico principal e picos interferentes
e que o desvio padrao relativo das areas de cinco ou mais inje¢cdes seja menor ou
igual a 1% (UNITED STATES, 1994).

5.1.2.7 Limite de detecc¢éo

O limite de deteccéo (LD) de um método analitico € a menor quantidade do analito
em uma amostra que se pode detectar mas ndo necessariamente quantificar como
um valor exato. O limite de deteccdo foi estimado com base no desvio padrdo da
resposta e da inclinacdo da curva analitica INTERNATIONAL..., 2005), conforme a

equacao:

em que,
6 = desvio padréo da resposta

S =inclinacdo da curva analitica

O limite de deteccgéo foi posteriormente confirmado pela injecdo de uma solucdo de

cloridrato de diltiazem na mesma concentracéo obtida pela equacao e depois foram
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feitas diluicbes até que se obtivesse uma relagdo sinal/ruido de aproximadamente

trés.

5.1.2.8 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) de um método analitico é a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisao
e exatiddo adequadas. O limite de quantificacdo foi estimado com base no desvio
padrdo da resposta e da inclinagdo da curva analitica (INTERNATIONAL..., 2005),

conforme a equagao:

em que,
6 = desvio padrdo da resposta

S =inclinacdo da curva analitica

O limite de quantificacéo foi posteriormente confirmado pela injecdo de uma solucéo
de cloridrato de diltiazem na mesma concentracdo obtida pela formula e depois
foram feitas diluicbes até que se obtivesse uma relacdo sinal/ruido de

aproximadamente 10.

5.2 Resultados e discusséo

5.2.1 Selecdo e otimizacdo das condicdes cromatogréaficas

Com o gradiente exploratério amplo utilizando-se a fase aquosa A (acido acético

0,1% v/v), o diltiazem apresentou tempo de retencdo de aproximadamente 30

minutos (Figura 5).
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Figura 5 - Cromatograma do gradiente exploratério amplo para o cloridrato de diltiazem
utilizando-se a fase aquosa A (acido acético 0,1% v/v) sobreposto com o gradiente branco
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Os demais picos presentes no cromatograma da eluicdo em gradiente com a fase

aguosa A apareceram no gradiente branco, no qual ndo houve a injecao da amostra.

A porcentagem de metanol selecionada para a fase aquosa A (acido acético 0,1%

v/v) foi de 53%. Uma corrida isocratica foi realizada para confirmar a escolha (Figura

6). Foi observado um pico referente ao cloridrato de diltiazem com tempo de

retencao de 5,848 minutos (k = 2,44).




64

Figura 6 - Cromatograma da eluig&o isocréatica para o cloridrato de diltiazem (tg = 4,072
minutos; k = 1,40). Condi¢8es cromatograficas: metanol:acido acético 0,1% v/v (53:47); fluxo: 1
mL/min; coluna: Purospher Star C5; temperatura: 30 °C; comprimento de onda: 240 nm

1200 DTZ 1z00

1000 1000

200 200

600 G600

maAll

400 400

00 200

hiinutes

Com o gradiente exploratério amplo utilizando-se a fase aquosa B (acido férmico
0,1% v/v), o diltiazem apresentou tempo de retencdo de aproximadamente 34

minutos (Figura 7).
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Figura 7 - Cromatograma do gradiente exploratério amplo para o cloridrato de diltiazem
utilizando-se a fase aquosa B (acido férmico 0,1% v/v) sobreposto com o gradiente branco
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Os demais picos presentes no cromatograma da eluicdo em gradiente com a fase

aguosa B apareceram no gradiente branco, no qual ndo houve a injecdo da amostra.

A porcentagem de metanol selecionada para a fase aquosa B (acido férmico 0,1%
v/v) foi de 61%. Uma corrida isocratica foi realizada para confirmar a escolha (Figura

8). Foi observado um pico referente ao cloridrato de diltiazem com tempo de
retencdo de 3,828 minutos (k = 1,29).
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Figura 8 - Cromatograma da eluig&o isocréatica para o cloridrato de diltiazem (tg = 3,828
minutos; k = 1,29). Condi¢8es cromatograficas: metanol:acido formico 0,1% v/v (61:39); fluxo:
1 mL/min; coluna: Purospher Star Cg; temperatura: 30 °C; comprimento de onda: 240 nm
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Com o gradiente exploratério amplo utilizando-se a fase aquosa C (tampéo acetato
de amodnio - acido férmico), o diltiazem apresentou tempo de retencdo de

aproximadamente 35 minutos (Figura 9).
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Figura 9 - Cromatograma do gradiente exploratério amplo para o cloridrato de diltiazem
utilizando-se a fase aquosa C (tampéo acetato de amonio - acido formico) sobreposto com o
gradiente branco
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Os demais picos presentes no cromatograma da eluicdo em gradiente com a fase

aguosa C apareceram no gradiente branco, no qual ndo houve a injecdo da amostra.

A porcentagem de metanol selecionada para a fase aquosa C (tampao acetato de

amoénio - acido férmico) foi de 61%. Uma corrida isocratica foi realizada para

confirmar a escolha (Figura 10). Foi observado um pico referente ao cloridrato de

diltiazem com tempo de retencéo de 4,177 minutos (k = 1,41).
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Figura 10 - Cromatograma da eluig&o isocratica para o cloridrato de diltiazem (tg = 4,177
minutos; k = 1,41). Condi¢gBes cromatograficas: metanol:tampé&o acetato de aménio - acido
formico (61:39); fluxo: 1 mL/min; coluna: Purospher Star C,g; temperatura: 30 °C; comprimento

de onda: 240 nm

1200

1600

1400

1200

1000

200

maAl

600

400

200

100

DTZ

1800

1600

1400

1200

1000

200

G600

400

200

100

T
05

T
20

T
25

T T T T T T
3.0 3.5 40 4.5 5.0 8.5
hiinutes

T T
G0 6.5

T
7.0

T
75 2.0

Com o gradiente exploratério amplo utilizando-se a fase aquosa D (acido

trifluoroacético 0,05% V/v),

o diltiazem apresentou

aproximadamente 38 minutos (Figura 11).

tempo de

retencdo de
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Figura 11 - Cromatograma do gradiente explorat6rio amplo para o cloridrato de diltiazem
utilizando-se a fase aquosa D (acido trifluoroacético 0,05% v/v) sobreposto com o gradiente
branco
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Os demais picos presentes no cromatograma da eluicdo em gradiente com a fase

aguosa D apareceram no gradiente branco, no qual ndo houve a injecdo da amostra.

A porcentagem de metanol selecionada para a fase aquosa D (acido trifluoroacético
0,05% v/v) foi de 69%. Uma corrida isocratica foi realizada para confirmar a escolha
(Figura 12). Foi observado um pico referente ao cloridrato de diltiazem com tempo
de retencdo de 3,247 minutos (k = 0,94).
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Figura 12 - Cromatograma da eluig&o isocréatica para o cloridrato de diltiazem (tg = 3,247

minutos; k = 0,94). Condi¢gdes cromatograficas: metanol:acido trifluoroacético 0,05% v/v

(69:31); fluxo: 1 mL/min; coluna: Purospher Star Cig; temperatura: 30 °C; comprimento de
onda: 240 nm

2260 DTZ 2260

2000 2000

1760 17460

1500 1500

1260 1260

maAl

1000 1000

a0 a0

500 A00

250 250

160 160
T T T T T T T T T T T T T T T T T T

hiinutes

Apoés a realizacdo das corridas isocraticas com todas as fases aguosas testadas,
pode-se constatar que os fatores de retencdo obtidos para os picos de cloridrato de
diltiazem foram inferiores a cinco. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas por
Snyder e colaboradores (1997) para a eluicdo em gradiente com a finalidade de se
estabelecer a porcentagem de solvente organico para a eluicdo isocratica diferem
das condi¢des utilizadas neste trabalho. Snyder e colaboradores (1997) utilizaram
coluna com dimensdes semelhantes, mas realizaram o gradiente com o solvente
organico acetonitrila e fluxo de fase movel de 2 mL/min, ao passo que nas eluicdes
em gradiente para o cloridrato de diltiazem foi utilizado o solvente metanol e fluxo de

fase movel de 1 mL/min.

O metanol possui menor forca eluente em relacdo a acetonitrila. Com isso, a
utilizacdo de metanol como solvente organico e um menor fluxo de fase movel fez
com que o tempo de retengéo do cloridrato de diltiazem nas eluicbes em gradiente
fosse maior, levando a utilizacdo de maior porcentagem de solvente organico para a

obtencédo de um fator de retencao igual a cinco, o que, em ultima instancia, fez com
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que o pico de cloridrato de diltiazem nas elui¢cdes isocraticas tivesse um fator de

retencgédo inferior ao estimado pela tabela.

A proporcdo de metanol utilizada para a fase movel contendo acido trifluoroacético
levou a um baixo fator de retengdo, sendo que o pico foi eluido proximo ao tempo
morto. Dessa forma, a porcentagem de metanol foi diminuida para 61% com a

finalidade de aumentar o fator de retencéo (Figura 13).

Figura 13 - Cromatograma da eluig&o isocréatica para o cloridrato de diltiazem (tg = 6,193

minutos; k = 2,70). Condi¢6es cromatogréficas: metanol:acido trifluoroacético 0,05% v/v

(61:39); fluxo: 1 mL/min; coluna: Purospher Star Cyg; temperatura: 30 °C; comprimento de
onda: 240 nm
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Alguns parametros de adequabilidade do sistema foram utilizados para selecionar a
melhor fase movel, tais como fator de retencéo, numero de pratos teoricos e fator de

assimetria (Tabela 18).
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Tabela 19 - Parametros de adequabilidade do sistema utilizados para a selecdo da melhor
fase mével para o método analitico por CLAE

Fase movel Fator de NUmero de Fator de
retencéao (k) pratos tedricos assimetria
(N)
metanol:acido acético 0,1% v/v 1,40 632 1,70
(53:47)
metanol:acido férmico 0,1% v/v 1,29 1218 1,74
(61:39)
metanol:tamp&o acetato de aménio - 1,41 1806 1,59
acido férmico (61:39)
A - metanol:4cido trifluoroacético 0,94 2761 1,46
0,05% v/v (69:31)
B - metanol:acido trifluoroacético 2,70 2974 1,56
0,05% v/v (61:39)
C - TFA 0,05% em metanol:TFA 1,89 4687 1,29

0,05% em agua (61:39)

A fase mdvel selecionada para continuar o desenvolvimento do método analitico por
CLAE foi a que contém &cido trifluoroacético na fase aquosa e na fase organica (C),
ja que apresentou os melhores valores dos parametros de adequabilidade do
sistema, como fator de retencdo adequado, maior niumero de pratos teoéricos e
menor valor de fator de assimetria. Como a fase moével possui uma alta porcentagem
de metanol, optou-se por adicionar o &cido trifluoroacético também ao metanol e
reduzir a concentracdo de cloridrato de diltiazem na solucdo a ser injetada para 30
pg/mL, visando a diminuicdo do valor de fator de assimetria (Figura 14). Tais
condi¢des cromatogréaficas foram utilizadas como ponto de partida para a realizacédo
do teste de seletividade e otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas conforme
descrito na Tabela 10, citada na pagina 52.



73

Figura 14 - Cromatograma da eluig&o isocréatica para o cloridrato de diltiazem (tg = 5,595

minutos; k = 2,34). Condi¢gdes cromatogréficas: metanol:acido trifluoroacético 0,05% v/v

(61:39); fluxo: 1 mL/min; coluna: Purospher Star Cg; temperatura: 30 °C; comprimento de
onda: 240 nm; concentracdo da solucéo injetada: 30 pg/mL
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5.2.2 Seletividade

5.2.2.1 Seletividade frente a produtos de degradacdo e otimizacdo do método

analitico
Para a adequada separacdo entre os picos dos produtos de degradacédo gerados
nos testes de estresse e o pico do cloridrato de diltiazem foram necessérios ajustes

nas condi¢cdes cromatograficas utilizadas inicialmente no teste de seletividade.

As condicbes cromatograficas ajustadas com o teste de seletividade foram as

citadas na Tabela 11, pagina 52.

5.2.2.1.1 Hidrdlise acida

A condicao selecionada para os estudos de degradacao forcada em meio acido foi a

de submeter o cloridrato de diltiazem solubilizado em solugéo de acido cloridrico a
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temperatura de 50 °C por trés horas. A degradacdo em meio acido produziu apenas

um produto de degradagéo, denominado, inicialmente, PD1 (Figura 15).

Figura 15 - Cromatograma obtido ap6s degradag&o em meio acido, no qual se pode observar
os picos do cloridrato de diltiazem (k =4,46) e do produto de degradacéo 1 (k = 2,47)
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Os espectros de absorcao obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos (Figura 16)

foram semelhantes para o cloridrato de diltiazem e o produto de degradacéo

formado, o que sugere que as duas substancias possuem grupos cromoéforos

semelhantes.

Figura 16 - Espectros de absorg&o para o produto de degradac&o em meio &cido e o
cloridrato de diltiazem, respectivamente
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5.2.2.1.2 Hidrdlise em meio neutro

A condicao selecionada para os estudos de degradacao forcada em meio neutro foi
a de submeter o cloridrato de diltiazem solubilizado em agua a temperatura de 50 °C
por 21 horas. A degradacdo em meio neutro produziu apenas um produto de
degradacgéo, denominado, inicialmente, PD2 (Figura 17).

Figura 17 - Cromatograma obtido apds degradag&o em meio neutro, no qual se pode
observar os picos do cloridrato de diltiazem (k =5,06) e do produto de degradacéo 2 (k = 2,93)
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Os espectros de absorcao obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos (Figura 18)
foram semelhantes para o cloridrato de diltiazem e o produto de degradacéo
formado, o que sugere que as duas substancias possuem grupos cromoforos

semelhantes.



Figura 18 - Espectros de absorgéo para o produto de degradac&o em meio neutro e o

cloridrato de diltiazem, respectivamente
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5.2.2.1.3 Hidrdlise alcalina
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A condicao selecionada para os estudos de degradacao forcada em meio alcalino foi

a de submeter o cloridrato de diltiazem solubilizado em solucdo de hidréxido de

sédio a temperatura ambiente por uma hora. A degradacdo em meio alcalino

produziu apenas um produto de degradacao, denominado, inicialmente, PD3 (Figura

19).
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Figura 19 - Cromatograma obtido apds degradag&o em meio alcalino, no qual se pode
observar os picos do cloridrato de diltiazem (k =4,70) e do produto de degradacéo 3 (k = 2,60)
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Os espectros de absorcao obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos (Figura 20)
foram semelhantes para o cloridrato de diltiazem e o produto de degradacéo
formado, o que sugere que as duas substancias possuem grupos cromoforos

semelhantes.

Figura 20 - Espectros de absorg&o para o produto de degradag&o em meio alcalino e o
cloridrato de diltiazem, respectivamente
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5.2.2.1.4 Estresse oxidativo

A condicdo selecionada para os estudos de degradacéo forcada em meio oxidativo

foi a de submeter o cloridrato de diltiazem solubilizado em solucdo de peréxido de
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hidrogénio a temperatura de 50 °C por trés horas. A degradacdo em meio oxidativo

produziu trés produtos de degradacao, denominados, inicialmente, PD4, PD5 e PD6
(Figura 21).

Figura 21 - Cromatograma obtido ap6s degradag&o em meio oxidativo, no qual se pode
observar os picos do cloridrato de diltiazem (k = 5,01), produto de degradacéo 4 (k = 0,61),
produto de degradacéo 5 (k =2,71) e produto de degradacéo 6 (k = 5,75)
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Os espectros de absorcao obtidos pelo detector de arranjo de fotodiodos (Figura 22)

foram semelhantes para o cloridrato de diltiazem e os produtos de degradacéo

formados, o que sugere que tais substancias possuem grupos cromoéforos

semelhantes.
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Figura 22 - Espectros de absorgéo para os produtos de degradagdo em meio oxidativo e o
cloridrato de diltiazem. PD4 - produto de degradacéo 4; PD5 - produto de degradacéo 5; DTZ -
cloridrato de diltiazem; PD6 - produto de degradacéo 6
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5.2.2.1.5 Mistura das solu¢fes submetidas a estresse nas diferentes condi¢des

Para se comprovar a capacidade do método analitico de separar o farmaco e todos
0s seus produtos de degradacdo, as solu¢des submetidas as condi¢des de estresse
foram misturadas em iguais proporc¢des. Uma solugcdo em branco contendo todos os
reagentes foi preparada e injetada. Todos 0s picos se apresentaram separados dos

demais com uma resolucdo minima de 2,0 (Figura 23).



80

Figura 23 - Cromatograma obtido apds a mistura das solugées submetidas a estresse nas
diferentes condi¢des, no qual se pode observar o pico do cloridrato de diltiazem (k =4,75), e de
trés produtos de degradacéo, sendo eles 1 (k =0,63), 2 (k =2,62) e 3 (k =5,43)
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Apds a mistura das solu¢des submetidas a estresse, o cromatograma revelou o
aparecimento de picos relativos a trés produtos de degradacdo e ao cloridrato de
diltiazem. Como o pico do produto de degradacéo 2 apresenta espectro de absorcéo
semelhante aos espectros de absorcdo dos picos dos produtos de degradacao
encontrados na hidrdélise neutra (PD2), hidrélise acida (PD1), hidrélise alcalina (PD3)
e estresse oxidativo (PD4), além de apresentarem fatores de retencdo semelhantes,
acredita-se que se tratam da mesma substancia. Andlises em cromatografo
acoplado a detector de massas deverdo ser feitas para verificar se sdo relativos a

mesma substancia.

Dentre os varios métodos analiticos pesquisados, apenas um deles, relatado no
trabalho de Chatpalliwar, Porwal & Upmanyu (2012), € um método analitico
indicador de estabilidade, ou seja, é capaz de determinar o cloridrato de diltiazem na
presenca de seus produtos de degradacdo. Entretanto, 0 método analitico possui
elevado tempo de corrida (pelo menos 60 minutos). O método analitico desenvolvido
no presente trabalho foi capaz de diferenciar o pico do cloridrato de diltiazem dos
picos de seus produtos de degradacao, sendo ainda compativel com o acoplamento
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com detector de massas, ja que sua fase movel € constituida de solu¢des de &cido
trifluoracético em agua e metanol. Além disso, possui tempo de corrida bem menor,

de 14 minutos.

5.2.2.2 Seletividade em relacéo aos excipientes das formulacfes

Apos a injecdo da solucdo preparada a partir dos excipientes do medicamento
referéncia, ndo se observou a presenca de picos no tempo de retencéo do cloridrato

de diltiazem (Figura 24).

Figura 24 - Sobreposicéo dos cromatogramas da solug&o amostra preparada a partir dos
comprimidos do medicamento referéncia (linha cheia) e da solugdo amostra preparada a partir
dos excipientes do medicamento referéncia (linha tracejada), demonstrando a auséncia de
pico interferente no tempo de reten¢ado do cloridrato de diltiazem
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Apos a injecdo da solucdo preparada a partir dos excipientes do medicamento
geneérico, ndo se observou a presenca de picos no tempo de retencdo do cloridrato

de diltiazem (Figura 25).
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Figura 25 - Sobreposicéo dos cromatogramas da solug&o amostra preparada a partir dos
comprimidos do medicamento genérico (linha cheia) e da solugdo amostra preparada a partir
dos excipientes do medicamento genérico (linha tracejada), demonstrando a auséncia de pico

interferente no tempo de retencédo do cloridrato de diltiazem
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ApoOs a injecdo da solucdo preparada a partir dos excipientes das capsulas

magistrais, ndo se observou a presenca de picos no tempo de retencdo do cloridrato

de diltiazem (Figura 26).
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Figura 26 - Sobreposicéo dos cromatogramas da solug&o amostra preparada a partir das
capsulas magistrais (linha cheia) e da solucdo amostra preparada a partir dos excipientes das
capsulas magistrais (linha tracejada), demonstrando a auséncia de pico interferente no tempo

de retencédo do cloridrato de diltiazem
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A seletividade do método analitico também foi avaliada por meio da preparacéo de
solugcbes contendo apenas o farmaco solubilizado no diluente e de solucbes
contendo o farmaco e os excipientes solubilizados no diluente. Foram preparadas
trés solucbes contendo o diluente, os excipientes e o cloridrato de diltiazem e trés
solugcBes contendo apenas o diluente e o cloridrato de diltiazem. As médias dos
teores obtidos para as diferentes formulacbes (Tabela 19), referéncia, genérico e
capsulas magistrais, foram comparadas com a média dos teores obtidos com as
solucdes do farmaco apenas no diluente pelo teste t de student, com significancia de

5%. Os resultados da comparacdo de média sdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Teores (%) obtidos para as diferentes formulagdes no teste de seletividade do
método analitico para determinacédo de cloridrato de diltiazem em comprimidos e capsulas

Formulacéo n Massa de DTZ Massa encontrada Teor (%) Média de
adicionada (mg) de DTZ (mg) teor (%)
Farmaco + 1 30,40 30,24 99,46
diluente 2 30,04 30,13 100,32 100,03

3 30,14 30,23 100,30
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Tabela 19 - Teores (%) obtidos para as diferentes formulagdes no teste de seletividade do
método analitico para determinacéo de cloridrato de diltiazem em comprimidos e capsulas
(continuacdo)

Formulacéo n Massa de DTZ Massa encontrada Teor (%) Média de
adicionada (mg) de DTZ (mg) teor (%)
Medicamento 1 30,88 30,64 99,22
referéncia 2 30,36 30,61 100,81 100,13
3 30,07 30,18 100,36
Medicamento 1 30,14 30,31 100,55
genérico 2 30,03 29,80 99,24 99,80
3 30,19 30,07 99,61
Cépsulas 1 30,11 29,83 99,06
magistrais 2 31,01 30,85 99,49 99,47
3 31,28 31,24 99,87

Tabela 21 - Resultados obtidos na comparacéo de médias para o teste de seletividade do
método analitico para determinac&o de cloridrato de diltiazem em comprimidos e cipsulas

Valor-p
Farmaco+ Referéncia Genérico Cépsulas magistrais
diluente
Farmaco + diluente - 0,86 0,66 0,21

As comparacfes das médias de teores das formulacdes com a média de teores
obtidos diluindo-se o farmaco apenas em diluente ndo demonstrou, para todas as
situacOes, diferencas estatisticamente significativas, demonstrando que o0s
excipientes ndo podem ser considerados interferentes para a determinacdo de

cloridrato de diltiazem nas formas farmacéuticas analisadas.

5.2.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se curva analitica para cloridrato de diltiazem
em cinco niveis de concentracdo, na faixa de 50% a 150% da concentracdo de
trabalho de cloridrato de diltiazem, com os valores de concentragéo e area (Tabela
21).
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Tabela 22 - Concentracées de cloridrato de diltiazem e valores de area para a construcéo da
curva analitica do método de doseamento em comprimidos e cipsulas por CLAE

Cloridrato de diltiazem Nivel de n Area (mAu.s)

(ug/mL) concentracao

15,60 50% 1 4408,248

2 4275,724

3 4408,532

23,41 75% 1 6770,568

2 6590,026

3 6685,397

31,21 100% 1* 8795,298

2 9080,405

9037,881

39,01 125% 1* 11947,894

2 11657,959

3* 11014,484

46,81 150% 1 13841,489

13978,422

3 13928,237

* Valores excluidos por se tratarem de outliers

Apods a aplicacdo dos testes estatisticos, observou-se que os dados atendem a
todas as premissas para o método dos minimos quadrados ordinarios (Tabela 22),
podendo, portanto, serem tratados por esse método. De acordo com Souza &
Junqueira (2005), pode-se excluir até 2/9 dos dados. Portanto, o niumero de outliers

excluidos esta de acordo com esse valor.

Tabela 23 - Conclusdes dos testes estatisticos aplicados aos dados de regresséo linear para
verificar se 0s mesmos atendem as premissas para o métodos dos minimos quadrados

ordinérios
Outliers Normalidade Homocedasticidade Independéncia
Residuo Jacknife Ryan-Joiner Levene modificado Durbin-Watson
Foram eliminados 3 Dados seguem a Dados séo Dados séo
outliers distribuicdo normal homocedasticos independentes

A legislacao brasileira estabelece como critério minimo de aceitagdo um coeficiente
de correlagédo igual a 0,99 (BRASIL, 2003). Entretanto, o coeficiente de correlacéo é
inadequado para indicar a falta de ajuste ao modelo linear, ndo devendo ser utilizado
como teste de linearidade (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).
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A curva analitica obtida a partir da aplicacdo do método dos minimos quadrados
ordinarios aos dados da Tabela 21, bem como a equacdo da reta, o coeficiente de

determinacao (r?) e o coeficiente de correlacdo (r) sdo apresentados na Figura 27.

Figura 27 - Curva analitica para a determinacg&o de cloridrato de diltiazem em comprimidos e

capsulas
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Apos a aplicacdo do teste de significancia de regressao verificou-se que a regressao

é estatisticamente significativa (p < 0,01).
O grafico de distribuicdo de residuos € apresentado na Figura 28. Analisando-o,
verifica-se uma distribuicdo aleatdria dos pontos e, portanto, auséncia de qualquer

tendéncia.

Figura 28 - Gréfico de distribuicdo de residuos
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O método demonstrou ser linear. Os resultados das analises estatisticas nao

demonstraram falta de ajuste ao modelo linear (p > 0,05). O coeficiente de
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determinacao foi préximo de 1, sendo o coeficiente de correlacdo maior que 0,99,
como preconizado em legislacdo especifica (BRASIL, 2003). A analise de variancia
demonstrou que a regressdo € estatisticamente significativa a um nivel de
significancia de 5%. Além disso, analisando-se o gréafico de residuos, ndo se

observou nenhuma tendéncia.

5.2.4 Exatidao, precisao intraensaio e interensaios

A recuperacdo e a precisdo do método foram avaliadas para comprimidos e
capsulas em trés niveis de concentracdo, 50%, 100% e 150% da concentracdo de
trabalho (30 pg/mL). A porcentagem de recuperacao foi determinada posteriormente.
Foram preparadas 6 replicatas por dia para cada nivel de concentracdo, em dois

dias, com intervalo de uma semana.

5.2.4.1 Comprimidos

Para avaliar as quantidades de cloridrato de diltiazem recuperadas, determinou-se
primeiramente a quantidade do farmaco presente na amostra correspondente a 50%
da concentragdo de trabalho. As solugdes amostra foram preparadas conforme
descrito na Tabela 23, na Tabela 24 e na Tabela 25. Os valores de recuperacéo
meédios devem se situar entre 98,0% e 102,0% (GREEN, 1996; BRASIL, 2003).

Os resultados de recuperacao obtidos para todos os niveis de concentracdo foram
analisados quanto a presenca de outliers pelo teste de Grubbs (GOMES & SOUZA,
2010).

Tabela 24 - Porcentagens de recuperacgéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
comprimidos no nivel de concentracdo de 50% para a avaliacdo da exatiddo do método

n Massa de DTZ Massa de padrgga“tll\jgtssa recuperada % de recuperacao
da amostra (mg) adicionada (mg) (mg)

1 15,25 15,95 104,63

2 15,09 15,28 101,28

3 15,18 15,21 100,15

4 15,11 --- 14,80 97,94

5 15,34 15,16 98,78
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Tabela 23 - Porcentagens de recuperacéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
comprimidos no nivel de concentracao de 50% para a avaliagcdo da exatiddo do método
analitico (continuacgao)

n Massa de DTZ Massa de padrdo  Massa recuperada % de recuperacao
da amostra (mg) adicionada (mg) (mg)

6 15,30 14,88 97,23

7 14,57 12,63 86,68*

8 14,52 13,71 94,41*

9 14,59 15,28 104,69

10 14,60 15,15 103,73

11 14,58 15,36 105,32

12 14,58 15,33 105,12
MEDIA 101,89

* Dados excluidos por se tratarem de outliers

Foram eliminados dois outliers para o nivel de concentracdo de 50%, sendo
compativel com o nimero maximo de outliers a serem excluidos (até 2/9 dos dados).

Obteve-se recuperacdao meédia de 101,89%, portanto, entre 98,0% e 102,0%.

Tabela 25 - Porcentagens de recuperacéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
comprimidos no nivel de concentracdo de 100% para a avaliacdo da exatiddo do método

analitico
n Massa de DTZ Massa de padrdo Massateobrica Massa % de
da amostra(mg) adicionada (mg) (mQ) recuperada (mg) recuperagao

1 15,11 15,09 30,20 29,81 98,70
2 15,13 15,29 30,42 29,83 98,06
3 15,22 15,16 30,38 29,74 97,87
4 15,11 15,10 30,21 29,22 96,72
5 15,20 15,92 31,12 29,80 95,76
6 15,11 16,35 31,46 30,14 95,82
7 14,84 15,26 30,10 31,19 103,60
8 14,56 15,19 29,75 30,88 103,83
9 14,90 15,49 30,39 32,02 105,35
10 14,72 15,54 30,26 31,28 103,36
11 14,55 15,81 30,36 32,55 107,23
12 14,59 15,88 30,47 31,29 102,70

MEDIA 100,75

N&o foram observados outliers para o nivel de concentracdo de 100%. Obteve-se

recuperagdo media de 100,75%, portanto, entre 98,0% e 102,0%.
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Tabela 26 - Porcentagens de recuperacéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
comprimidos no nivel de concentracao de 150% para a avaliagao da exatiddo do método

analitico
n Massa de DTZ Massa de padrdao Massa teérica Massa % de
da amostra(mg) adicionada (mg) (mg) recuperada (mg) recuperacao

1 15,41 30,06 45,47 44,21 97,22
2 15,11 30,06 45,17 44,36 98,20
3 15,23 30,90 46,13 44,97 97,50
4 15,20 30,16 45,36 43,26 95,38
5 15,50 30,39 45,89 42,75 93,15
6 15,32 30,64 45,96 42,85 93,24
7 14,82 31,05 45,87 44,15 96,24
8 14,53 30,27 44,80 45,85 102,35
9 14,67 30,85 45,52 46,64 102,46
10 14,94 30,26 45,20 46,58 103,07
11 14,60 30,45 45,05 46,15 102,43
12 14,76 30,79 45,55 46,96 103,08

MEDIA 98,69

N&o foram observados outliers para o nivel de concentracdo de 150%. Obteve-se

recuperacdo media de 98,69%, portanto, entre 98,0% e 102,0%.

Primeiramente avaliaram-se as premissas para a realizacdo de analise de variancia
com os dados obtidos, conforme Tabela 26. A precisdo do método foi avaliada por

andlise de variancia (Tabela 27).

Tabela 27 - Testes estatisticos para avaliacdo das premissas para anélise de variancia
aplicada aos dados de recuperacdo de comprimidos

Nivel de Normalidade Homocedasticidade
concentracéo Ryan-Joiner Brown-Forsythe
50% Dados seguem a distribuicdo normal Dados sdo homocedasticos
100% Dados seguem a distribuicdo normal Dados sdo homocedasticos
150% Dados seguem a distribuicdo normal Dados sdo homocedasticos

Tabela 28 - Desvios padréo relativos estimados por ANOVA para a matriz de comprimidos

Nivel DPR (preciséo intraensaio) DPR (preciséo interensaios)
50% 2,14 2,34
100% 1,46 1,57

150% 2,47 2,67
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A precisdo do método analitico foi confirmada, dado que os desvios padrao relativos
foram proximos de 2% e inferiores a 5%, como exigido pela legislagdo vigente
(GREEN, 1996; BRASIL, 2003).

5.2.4.2 Capsulas

A porcentagem de recuperacéo de cloridrato de diltiazem em capsulas foi avaliada
utilizando-se capsulas placebo, contendo apenas os excipientes da formulacao.
Adicionou-se cloridrato de diltiazem SQR ao pé das cdpsulas placebo em trés niveis
de concentragéo, 50, 100 e 150%. As solu¢des amostra foram preparadas conforme
descrito na Tabela 28, na Tabela 29 e na Tabela 30. Os valores de recuperacéo
meédios devem se situar entre 98,0% e 102,0% (GREEN, 1996).

Os resultados de recuperacao obtidos para todos os niveis de concentracdo foram
analisados quanto a presenca de outliers pelo teste de Grubbs (Gomes e Souza,
2010).

Tabela 29 - Porcentagens de recuperacéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
capsulas no nivel de concentracdo de 50% para a avaliacdo da exatiddo do método analitico

n Massa de padréo Massa recuperada % de recuperacao
adicionada (mg) (mQ)
1 15,02 14,47 96,32
2 15,30 13,88 90,72*
3 15,00 14,23 94,85
4 15,12 14,87 98,35
5 15,04 14,50 96,39
6 15,03 14,67 97,64
7 15,05 14,70 97,65
8 15,01 14,82 98,74
9 15,06 15,39 102,19
10 15,03 15,13 100,65
11 15,02 14,98 99,70
12 15,04 14,78 98,29
MEDIA 98,25

* Dados excluidos por se tratarem de outliers
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Foi eliminado um outlier para o nivel de concentracdo de 50%, sendo compativel
com o nimero maximo de outliers a serem excluidos (até 2/9 dos dados). Obteve-se
recuperacdo meédia de 98,25% do cloridrato de diltiazem adicionado, situada,
portanto, entre 98,0% e 102,0% (GREEN, 1996).

Tabela 30 - Porcentagens de recuperacéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
capsulas no nivel de concentragdo de 100% para a avaliacdo da recuperagdo do método
n Massa de padréo Massa recuperada (mg) % de recuperacdo

adicionada (mg)

1 30,26 30,24 99,94
2 30,15 29,57 98,07
3 31,70 31,04 97,91
4 30,15 30,03 99,60
5 30,39 30,38 99,97
6 30,51 30,37 99,53
7 30,38 30,36 99,93
8* 30,54 29,24 95,76
9 30,59 30,52 99,76
10 30,17 30,15 99,93
11 30,17 30,04 99,56
12 30,25 30,69 101,46

MEDIA 99,60

* Dados excluidos por se tratarem de outliers

Foi eliminado um outlier para o nivel de concentracdo de 100%, sendo compativel
com o numero maximo de outliers a serem excluidos (até 2/9 dos dados). Obteve-se
recuperacdo meédia de 99,60% do cloridrato de diltiazem adicionado, situada,
portanto, entre 98,0% e 102,0% (GREEN, 1996).

Tabela 31 - Porcentagens de recuperagéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
capsulas no nivel de concentragédo de 150% para a avaliacdo da recuperacdo do método
n Massa de padréo Massa recuperada (mg) % de recuperacao

adicionada (mg)

1 45,41 46,02 101,35
2 45,78 46,47 101,51
3 47,26 47,54 100,59
4 45,40 46,67 102,80
5 45,38 45,28 99,78
6 45,54 46,20 101,46
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Tabela 30 - Porcentagens de recuperacéo de cloridrato de diltiazem para a matriz de
capsulas no nivel de concentracdo de 150% para a avaliagdo da recuperagao do método
(continuacdo)

n Massa de padréo Massa recuperada (mg) % de recuperacao

adicionada (mg)

45,98 46,14 100,36

45,44 45,40 99,90

45,03 45,03 100,00

10 46,28 46,32 100,08
11 46,08 46,78 101,52
12 46,38 46,62 100,53
MEDIA 100,82

N&o foram observados outliers para o nivel de concentracdo de 150%. Obteve-se
recuperagcdo média de 100,82% do cloridrato de diltiazem adicionado, situada,
portanto, entre 98,0% e 102,0% (GREEN, 1996)..

Primeiramente avaliaram-se as premissas para a realizacdo de analise de variancia
com os dados obtidos, conforme Tabela 31. A precisdo do método foi avaliada por

andlise de variancia (Tabela 32).

Tabela 32 - Testes estatisticos aplicados aos dados de recuperacéo de capsulas

Nivel de concentragao Normalidade Homocedasticidade
Ryan-Joiner Brown-Forsythe
50% Dados seguem a distribuicdo normal Dados sdo homocedasticos
100% Dados seguem a distribuicdo normal Dados sdo homocedasticos
150% Dados seguem a distribuicdo normal Dados sdo homocedasticos

Tabela 33 - Desvios padrdes relativos estimados por ANOVA para a matriz de capsulas

Nivel DPR (repetibilidade) DPR (preciséo intermediéria)
50% 1,49 2,43
100% 0,82 1,00
150% 0,82 0,96

A precisdao do método analitico foi confirmada, ja que foram obtidos valores de
desvios padrdo relativos préoximos a 2% e inferiores a 5%, como exigido pela
legislacédo vigente (GREEN, 1996; BRASIL, 2003).
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A robustez foi avaliada pela variacdo dos seguintes parametros: temperatura da

coluna, fluxo de fase movel e proporcao de solvente organico na fase mével. Foram

preparadas 6 solucdes amostra de comprimidos. Duas solu¢des padrdo foram

preparadas e injetadas nas diferentes condicbes para a verificagdo da

adequabilidade do sistema. Os teores de cloridrato de diltiazem obtidos com as

variacbes dos parametros acima citados no teste de robustez para comprimidos séo

mostrados na Tabela 33.

Tabela 34 - Teores de cloridrato de diltiazem obtidos com as variacdes dos parametros no
teste de robustez para comprimidos

Condicéo Teor de cloridrato de diltiazem (%) MEDIA
1 2 3 4 5 6

Nominal 99,56 100,66 98,94 99,75 101,26 102,02 100,37
0,9 mL/min 101,56 102,84 100,55 100,55 101,62 102,60 101,62
1,1 mL/min 101,57 102,84 100,07 100,47 101,52 102,19 101,44
35°C 101,50 103,53 100,53 101,02 102,08 102,34 101,83
54% B 102,00 103,12 100,15 100,78 101,93 102,52 101,75
58% B 101,57 102,86 100,71 101,42 102,22 102,86 101,94

A partir dos resultados de teor de cloridrato de diltiazem obtidos foi feita uma analise

de variancia (Tabela 34) com a finalidade de se verificar a influéncia de cada

variagcdo na resposta do método analitico.

Tabela 35 - Analise de variancia (ANOVA) para a avaliacéo da robustez do método analitico

para comprimidos

Fonte da Somados Graus de Médias F Valor-P F critico
variacao quadrados liberdade quadradas calculado
Entre grupos 10,0263 2,0053 1,8673 0,1299 2,53355
Dentro dos 32,2164 1,0739
grupos

Total 42,2427
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A andlise de variancia demonstrou a auséncia de diferencas estatisticamente
significativas entre as variacdes selecionadas para o teste de robustez, uma vez que

o valor de F calculado (F = 1,8673) € inferior ao valor de F critico (p > 0,05).

5.2.5.2 Capsulas

A robustez foi avaliada com a variacdo dos seguintes parametros: temperatura da
coluna, fluxo de fase movel e proporcdo de solvente organico na fase movel. Foram
preparadas 6 solucbes amostra de capsulas. Duas solugdes padrdo foram
preparadas e injetadas nas diferentes condicbes para a verificacdo da
adequabilidade do sistema. Os teores de cloridrato de diltiazem obtidos com as
variacbes dos parametros acima citados no teste de robustez para capsulas séo

mostrados na Tabela 35.

Tabela 36 - Teores de cloridrato de diltiazem obtidos com as variagdes dos parametros no
teste de robustez para capsulas

Condicgéo Teor de cloridrato de diltiazem (%) MEDIA
1 2 3 4 5 6
Nominal 99,62 99,47 100,69 101,19 99,69 98,80 99,91

0,9 mL/min 100,43 98,91 101,09 100,57 99,72 99,30 100,00
1,1 mL/min 100,40 99,41 101,24 101,83 100,35 99,64 100,48

35°C 99,99 99,60 101,70 101,13 100,47 99,73 100,44
54% B 99,75 99,47 100,57 101,18 99,81 98,84 99,94
58% B 100,74 100,45 101,69 102,13 100,62 99,89 100,92

A partir dos resultados de teor de cloridrato de diltiazem obtidos foi feita uma analise
de variancia (Tabela 36) com a finalidade de se verificar a influéncia de cada

variacado na resposta do método analitico.

Tabela 37 - Analise de variancia (ANOVA) para a avaliacdo da robustez do método analitico
para capsulas

Fonte da Somados Graus de Médias F Valor-P F critico
variacao quadrados liberdade quadradas calculado
Entre grupos 4,8209 5 0,9642 1,3237 0,2809 2,53355
Dentro dos 21,8513 30 0,7284
grupos

Total 26,6722 35
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A andlise de variancia demonstrou a auséncia de diferencas estatisticamente
significativas entre as variacdes selecionadas para o teste de robustez, uma vez que

o valor de F calculado (F = 1,3237) € inferior ao valor de F critico (p > 0,05).

5.2.6 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi avaliada pelas médias dos valores de fator de
assimetria, fator de retencao (k), nUmero de pratos teéricos (N), médias e DPR das
areas dos picos de cloridrato de diltiazem obtidos com cinco inje¢cbes de uma das
solugbes padrédo em todas as condigbes avaliadas no teste de robustez, como

mostrado na Tabela 37.

Tabela 38 - valores médios de area, fator de retencao, fator de assimetria e nimero de
pratos tedricos relativos ao pico de cloridrato de diltiazem obtidos a partir da solugcdo padréo
durante a avaliagcédo da robustez do método analitico. Em parénteses é apresentado o DPR dos

valores de cinco inje¢cdes

Parametros Condicbes
Nominal 0,9 11 35°C 54% B 58% B
mL/min mL/min
Area 7564,22 8372,53 6862,86 7643,89 7719,14 7674,22
(0,22) (0,49) (0,30) (0,15) (0,22) (0,32)
k 4,789 5,082 4,540 4,135 6,147 3,712
(0,34) (0,51) (1,18) (3,26) 1,73) (3,19)
N 5848 6253 5473 6160 6005 5666
(0,56) (1,16) (2,62) (2,34) (4,06) (6,98)
Fator de 1,26 1,29 1,25 1,29 1,28 1,27
assimetria (0,30) (0,33) (0,34) (0,46) (0,15) (0,37)

Observou-se que na condicdo de aumento de fluxo de fase movel (1,1 mL/min), o
valor de DPR do numero de pratos teoricos, calculado em relacdo ao pico de
cloridrato de diltiazem, foi superior a 2%. O mesmo foi observado para o valor de
DPR relativo ao numero de pratos teoricos nas demais variagdes testadas, sendo
elas aumento de temperatura e diminuicdo e aumento da porcentagem de metanol.

Observou-se que na condi¢cdo de aumento da temperatura do forno de colunas, o

valor de DPR do fator de retencéo, calculado em relacdo ao pico de cloridrato de
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diltiazem, foi superior a 2%. Situacdo semelhante foi observada para o valor de DPR
relativo ao fator de retencéo na condicdo de aumento da porcentagem de metanol.

Utilizando-se os valores da Tabela 37 e os valores de adequabilidade do sistema
recomendados pelo FDA (UNITED STATES, 1994), foram sugeridos critérios para a
adequabilidade do sistema nas analises de cloridrato de diltiazem para o método de
CLAE desenvolvido (Tabela 38).

Tabela 39 - Parametros de adequabilidade recomendados pelo FDA (UNITED STATES, 1994)
e sugeridos para o método desenvolvido
Parametro Recomendacéo do FDA Sugeridos para o método

desenvolvido

Fator de retencéo (k) Geralmente k > 2,0; o pico deve estar Idem
bem resolvido do tempo morto e de
outros picos.
Resolucéo (R) R > 2 entre o pico de interesse e 0 Idem
interfente mais proximo
Fator de assimetria <15
Numero de pratos Geralmente > 2000 Idem
teoricos (N)

Repetitividade DPR<1% paran=5 Idem

5.2.7 Limite de deteccdo

O limite de deteccédo estimado pela curva analitica foi de 0,73 pg/mL. Preparou-se
uma solucdo na concentracdo calculada. Como a relacao sinal/ruido foi superior a
trés, diluicdes foram feitas para determinar o limite de deteccdo real do método
analitico. O limite de deteccado real foi menor que 0,15 pg/mL, jA que se obteve

relacdo sinal ruido superior a trés apds as diluicdes (Figura 29).



97

Figura 29 - Cromatograma obtido para a confirmag&o do limite de detecgdo do método
analitico para determinacgao de cloridrato de diltiazem em comprimidos e capsulas
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5.2.8 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo estimado pela curva analitica foi de 2,22 ug/mL. Preparou-
se uma solucdo na concentracdo calculada. Como a relagéo sinal/ruido foi superior a
10, diluicbdes foram feitas para determinar o limite de quantificacdo real do método
analitico. O limite de quantificacao real foi inferior a 0,75 pg/mL, jA que se obteve

relacdo sinal ruido superior a dez apos as dilui¢cdes (Figura 30).

Ainda que na RE n. 899 de 2003, legislacdo especifica que trata da validacdo de
métodos analiticos, ndo seja recomendado o célculo dos limites de deteccdo e
quantificacdo para meétodos analiticos desenvolvidos para a determinacdo de
farmacos em matéria-prima e produtos farmacéuticos, tal exigéncia é feita para a
validacdo de métodos analiticos utilizados em validagédo de limpeza (BRASIL, 2003).
O calculo dos limites de deteccdo e quantificacdo € necessario para meétodos
utilizados em validacdo de limpeza pelo fato dos residuos estarem em nivel de
tracos (AGALLOCO; CARLETON, 2008). Dessa forma, o presente método pode ser
utilizado como ponto de partida para a validacdo de métodos utilizados em validagéo

de limpeza.
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Figura 30 - Cromatograma obtido para a confirmagéo do limite de quantificagdo do método
analitico para determinacgao de cloridrato de diltiazem em comprimidos e capsulas
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6 CAPITULO Il COMPARACAO DA QUALIDADE ENTRE OS
MEDICAMENTOS CARDIZEM (MEDICAMENTO DE REFERENCIA),
CLORIDRATO DE DILTIAZEM (MEDICAMENTO GENERICO) E
CAPSULAS MAGISTRAIS CONTENDO CLORIDRATO DE
DILTIAZEM.

6.1 Materiais e métodos
6.1.1 Materiais
6.1.1.1 Amostras

Comprimidos do medicamento de referéncia (Cardizem®), fabricados pelo laboratério
Boehringer Ingelheim, contendo 30 mg de cloridrato de diltiazem (27,57 mg de
diltiazem), lote A05752 com validade até 09/2015; comprimidos do medicamento
genérico, fabricados pelo laboratério EMS, contendo 30 mg de cloridrato de diltiazem
(27,57 mg de diltiazem), lote 566651 com validade até 08/2015; cipsulas magistrais,
manipuladas por uma farmacia de Belo Horizonte, contendo 30 mg de cloridrato de
diltiazem (27,57 mg de diltiazem) com validade até 17/05/2014; cloridrato de
diltiazem matéria-prima fabricada por Piramal Healthcare Limited, lote DIL/M-00610

com validade até setembro/2014 e teor de 99,7%.
6.1.1.2 Reagentes

e Agua ultrapura.

e Hastes metalicas verticais e garras.

¢ Papel de filtro quantitativo diametro 12,5 cm.

e Membrana de éster de celulose MILLIPORE com diametro de 47 mm e
poros de 0,45 pm.

¢ Dispositivo para filtragao.

e Solventes grau CLAE: metanol, acido trifluoroacético.
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6.1.1.3 Equipamentos

e Aparelho de ultrassom UNIQUE 1400.

¢ Balanca analitica SARTORIUS com preciséo de 0,01 mg modelo BP210D.

e Bomba de vacuo LABOPORT KNF N842.

e Coluna cromatografica MERCK Purospher Star comprimento de 150 mm,
didmetro interno de 4,6 mm e tamanho de particula de 5 pm.

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia THERMO Surveyor equipado com
desgaseificador, bomba quaternaria, forno de colunas, injetor automatico e
detector de arranjo de diodos (DAD) na regido do ultravioleta e visivel.

e Desintegrador NOVA ETICA.

e Dissolutor VARIAN VK7025.

o Durdémetro NOVA ETICA 298.DGP.

e Espectrofotobmetro SHIMADZU UV-1800.

e Friabilometro NOVA ETICA.

¢ Pipetas autométicas calibradas BRAND TRANSFERPETTE.

e Potencibmetro METROHM 827 pH Lab.

¢ Sistema de purificacdo de agua MILLIPORE DIRECT Q3.

6.1.2 Métodos

6.1.2.1 Determinacédo de peso

6.1.2.1.1 Comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico

Pesou-se individualmente 20 comprimidos, determinou-se o peso médio e calculou-
se os desvios individuais do peso das unidades em relacdo ao peso médio. N&o
mais que duas unidades podem apresentar desvio fora dos limites especificados (+
7,5% em relacdo ao peso médio) e nenhuma unidade pode apresentar desvio acima

ou abaixo do dobro do limite especificado (FARMACOPEIA, 2010).

6.1.2.1.2 Capsulas magistrais
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Pesou-se individualmente 20 capsulas cheias, removeu-se o contetdo de cada uma,
limpou-se adequadamente e pesou-se novamente. Determinou-se o peso do
conteudo de cada capsula pela diferenca entre o peso da capsula cheia e da
capsula vazia. Posteriormente calculou-se o peso médio do contetddo. Ndo mais que
duas unidades podem apresentar desvio fora dos limites especificados (z 10% em
relagdo ao peso medio) e nenhuma unidade pode apresentar desvio acima ou
abaixo do dobro do limite especificado (FARMACOPEIA, 2010).

6.1.2.2 Dureza

O teste de dureza foi realizado em 10 unidades de comprimidos dos medicamentos
referéncia e genérico utilizando-se um durémetro. O resultado do teste foi expresso
como a média dos resultados, sendo considerado apenas informativo
(FARMACOPEIA, 2010).

6.1.2.3 Friabilidade

O teste de friabilidade foi realizado utilizando-se 20 unidades de comprimidos dos
medicamentos referéncia e genérico. Pesou-se, exatamente, 20 comprimidos, que
foram introduzidos no friabildbmetro. Utilizou-se a velocidade de 25 rotacBes por
minuto e tempo de teste de quatro minutos. Apés o fim do teste, os comprimidos
foram retirados do equipamento, limpos suavemente com o auxilio de um pincel e
pesados novamente. Determinou-se a porcentagem de perda de massa. A
porcentagem de perda de massa deve ser inferior a 1,5% (FARMACOPEIA, 2010).

6.1.2.4 Desintegracao

O teste de desintegracdo foi realizado com 6 unidades de cada medicamento.
Utilizou-se como meio de desintegracdo agua a 37 °C. O tempo maximo permitido
pela Farmacopeia Brasileira 52 edicdo é de 30 minutos para comprimidos e de 45

minutos para capsulas (FARMACOPEIA, 2010).

6.1.2.5 Uniformidade de doses unitarias
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A uniformidade de doses unitarias foi determinada pelo método da uniformidade de
conteldo, j& que o valor rotulado dos produtos é superior a 25 mg, mas a proporcao
do farmaco nas formas farmacéuticas € inferior a 25% do peso médio das unidades.
Analisou-se, individualmente, 10 unidades conforme método analitico desenvolvido e
validado. Calculou-se posteriormente o valor de aceitacéo (VA), que deve ser inferior
a 15,0 (FARMACOPEIA, 2010).

Os comprimidos foram pesados individualmente. Posteriormente, trituraram-se 0s
comprimidos separadamente. Aliquotas dos pos foram pesadas e transferidas
separadamente para bal6es volumétricos de 100 mL. Adicionaram-se cerca de 50
mL de metanol e levaram-se os bal6es para banho de ultrassom por 10 minutos.
Completou-se o volume dos baldes com agua e homogeneizou-se. As solucdes
foram filtradas, descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Transferiu-se 5 mL do
filtrado para baldes volumétricos de 50 mL, completou-se o volume com agua e
homogeneizou-se. Calculou-se a dose de cloridrato de diltiazem em cada
comprimido levando-se em consideracdo a relacdo entre a massa transferida e a

massa total do comprimido.

As capsulas foram pesadas individualmente. Os contetdos das capsulas foram
removidos e as capsulas com residuo de pé foram pesadas e posteriormente limpas
utilizando-se um pincel. As capsulas limpas foram pesadas. Os conteludos das
capsulas foram transferidos separadamente para bal6es volumétricos de 100 mL.
Foram adicionados cerca de 50 mL de metanol e os baldes foram levados para
banho de ultrassom por 10 minutos. Completou-se o volume dos bal6es com agua e
homogeneizou-se. As solucfes foram filtradas, descartando-se os primeiros 10 mL
do filtrado. Transferiram-se 5 mL do filtrado para baldes volumétricos de 50 mL,
completou-se o volume com agua e homogeneizou-se. Calculou-se a dose de
cloridrato de diltiazem em cada cépsula levando-se em consideracao a relagédo entre

a massa transferida e a massa total do seu contetido.

6.1.2.6 Analise das amostras do teste de dissolucdo por Cromatografia a Liquido de
Alta Eficiéncia (CLAE)
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Com a finalidade de comparar os medicamentos referéncia, genérico e capsulas
magistrais contendo cloridrato de diltiazem utilizou-se o teste de dissolucdo para
cloridrato de diltiazem comprimidos da Farmacopeia Americana 352 edicdo (THE
UNITED, 2012).

Foram coletadas amostras das seis cubas de dissolu¢do apds 210 minutos do inicio
do teste de dissolucdo dos medicamentos referéncia, genérico e capsulas
magistrais. As amostras foram filtradas com filtros de seringa de PVDF, tamanho de
poro de 0,45 um e transferidas para vials. Cada solucéo foi injetada uma vez no
cromatégrafo nas condigbes cromatograficas do método analitico indicador de

estabilidade desenvolvido e validado anteriormente.

6.1.2.7 Dissolucao

O teste foi realizado com agua como meio de dissolucdo, volume de 900 mL,
velocidade de 75 rotacdes por minuto, temperatura de 37 °C e sem reposicao de
meio de dissolucdo. Foram separadas 24 unidades de cada medicamento.
Utilizaram-se, inicialmente, 6 unidades de cada medicamento. Coletaram-se
amostras de 10 mL nos tempos de coleta de 30 e 180 minutos. As amostras foram

filtradas através de filtros de seringa de PVDF, tamanho de poro de 0,45 pm.

As amostras coletadas em 180 minutos foram diluidas para o teste de dissolucao
dos medicamentos referéncia e genérico. Para as cépsulas, as amostras coletadas
nos tempos de coleta de 30 e 180 minutos foram diluidas. Para tal, pipetou-se 4 mL
da amostra, transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL, completou-se o volume

com agua e homogeneizou-se.

As concentracbes das amostras foram determinadas por espectrofotometria na
regido do ultravioleta, em 237 nm e corrigidas pelos volumes e concentragcbes das
amostras anteriormente coletadas. Para isso, preparou-se uma curva analitica para
determinar as concentracdes de cloridrato de diltiazem nas amostras coletadas.
Foram preparadas 6 solucdes padrdo a partir da solugdo padréo estoque (Tabela
39).
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Tabela 40 - Construgéo da curva analitica para a determinac&o da porcentagem de cedéncia
de cloridrato de diltiazem a partir das formas farmacéuticas comprimido e capsula nos testes
de perfil de dissolucéo e dissolucéo
Volume de solugéo padréo Volume final (mL) Concentracgéo final (ug/mL)

estoque (mL)

1,00 50,00 2,0
2,00 50,00 4,0
3,00 50,00 6,0
4,00 50,00 8,0
5,00 50,00 10,0
3,00 25,00 12,0

A solucdo padrao estoque foi preparada pesando-se, exatamente, cerca de 10 mg
de cloridrato de diltiazem para baldo volumétrico de 100 mL, ao qual se adicionou
aproximadamente 50 mL de agua. O baldo foi levado para banho de ultrassom por

10 minutos, o volume completado e a solucéo posteriormente homogeneizada.

O teste de dissolucéo para céapsulas foi realizado nas mesmas condicdes, utilizando-
se ancoras (Figura 31).

Figura 31 - Modelo de ancora utilizado para os testes de perfil de dissolugéo e dissolugéo
das cépsulas magistrais contendo cloridrato de diltiazem
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A porcentagem de cedéncia deve ser inferior a 60% (Q) do valor rotulado em 30
minutos e superior a 75% (Q) da quantidade rotulada em trés horas (THE UNITED,
2012). Os critérios para aprovacdo de comprimidos de cloridrato de diltiazem no

teste de dissolucdo séo apresentados na Tabela 40.

Tabela 40 - Critérios para aprovacéo de comprimidos de cloridrato de diltiazem no teste de
dissolugcado (THE UNITED, 2012)

30 minutos
Estagio  Amostragem Critério de aceitacao

El 6 Nenhuma unidade apresenta resultado maior que Q
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Tabela 40 - Critérios para aprovacéo de comprimidos de cloridrato de diltiazem no teste de
dissolucdo (THE UNITED, 2012) (continuag¢ao)

30 minutos
Estagio  Amostragem Critério de aceitacédo
E2 6 O valor médio é igual ou menor que Q
E3 12 O valor médio é igual ou menor que Q e nenhuma unidade é maior que
Q +10%
3 horas
Estagio Amostragem Critério de aceitacéo
El 6 Todas as unidades apresentam resultado maior que Q + 5%
E2 6 O valor médio de 12 unidades ¢é igual ou maior que Q e nenhuma

unidade apresenta resultado inferiora Q - 15%
E3 12 O valor médio de 24 unidades é igual ou maior que Q, ndo mais que
duas unidades apresentam resultados inferiores a Q - 15% e

nenhuma unidade apresenta resultado inferior a Q — 25%

6.1.2.8 Perfil de dissolucéo

Os medicamentos referéncia, genérico e capsulas magistrais contendo cloridrato de
diltiazem foram submetidos ao teste de perfil de dissolugdo com a finalidade de
comparacao da liberacdo do principio ativo ao longo do tempo pelas respectivas
formulacbes. Foram utilizadas 12 unidades de cada medicamento. Coletaram-se
amostras de 10 mL nos tempos de coleta 15, 30, 60, 120, 180 e 210 minutos. As
amostras foram filtradas através de filtros de seringa de PVDF, tamanho de poro de
0,45 pm. O teste foi realizado com agua como meio de dissolugéo, volume de 900
mL, velocidade de 75 rota¢des por minuto, temperatura de 37 °C e sem reposicao de
meio de dissolugdo. As concentracfes das amostras foram determinadas por
espectrofotometria na regido do ultravioleta, em 237 nm, e corrigidas pelos volumes

e concentragcdes das amostras anteriormente coletadas.

Preparou-se uma curva analitica para determinar as concentracdes de cloridrato de
diltiazem nas amostras coletadas. Foram preparadas 6 solucdes padrao a partir de
uma solucdo padrdo estoque. As solucbes foram preparadas como descrito na

secédo 6.1.2.7 - Dissolugéo.
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A comparacdo dos perfis de dissolucao foi feita através do modelo independente
simples, calculando-se o fator de semelhanca (F2) e o fator de diferenca (F1),

conforme as equacdes a seguir,

n -05

1
F2=50x log{|1+ (E) Z(Rt— T,)? x 100

t=1

onde n & o numero de tempos de coleta considerados, Rt é o valor de porcentagem
dissolvida no tempo t, obtido com o medicamento de referéncia ou comparador e Tt

€ o valor de porcentagem dissolvida do medicamento teste, no tempo t.

IR — T,
p1 = 2= Tl
t=1Rt

Os termos da equacéo para o calculo de F1 sdo os mesmos descritos anteriormente.
O valor do fator de semelhanca (F2) deve estar entre 50 e 100 (BRASIL, 2010;
UNITED STATES, 1997). O valor do fator de diferenca deve ser inferior a 15
(UNITED STATES, 1997).

6.1.2.8.1 Preparo das amostras dos medicamentos referéncia e genérico

As amostras de 15 e 30 minutos ndo foram diluidas. As amostras dos tempos de
coleta de 60, 120, 180 e 210 minutos foram diluidas. Para tal, pipetou-se 4 mL das
amostras e transferiu-se para balées volumétricos de 25 mL, completou-se o volume

com agua e homogeneizou-se.

6.1.2.8.2 Preparo das amostras das capsulas magistrais

Utilizaram-se ancoras para manter as capsulas no fundo das cubas de dissolucéo
(Figura 32). As amostras de todos os tempos de coleta foram diluidas. Para tal,
pipetou-se 4 mL das amostras e transferiu-se para baldes volumétricos de 25 mL,

completou-se o volume com agua e homogeneizou-se.
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6.1.2.9 Doseamento

6.1.2.9.1 Comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico

Foram preparadas trés solugbes amostra dos comprimidos dos medicamentos

referéncia e genérico.

As solucbes amostra para comprimidos foram preparadas como descrito a seguir:
determinou-se 0 peso médio de 20 comprimidos. Os comprimidos foram
posteriormente triturados. Quantidade de p6 equivalente a 30 mg de cloridrato de
diltiazem foi transferida para bal6es volumétricos de 100 mL. Adicionou-se cerca de
50 mL de metanol e levou-se os baldes para ultrassom por 10 minutos. Completou-
se o volume dos baldes com 4gua e homogeneizou-se. As solu¢des foram filtradas,
descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Foram transferidos 5 mL do filtrado
para baldes volumétricos de 50 mL, o volume foi completado com agua e a solugéo
homogeneizada. As solu¢gbes, na concentracdo tedrica de 30 pg/mL, foram

transferidas para vials e injetadas trés vezes no cromatografo.

As concentragdes de cloridrato de diltiazem nas amostras foram determinadas
através da substituicdo dos parametros da equacao gerada pela construcdo de uma

curva analitica a partir de trés solucdes padrao.

As solucdes padréo foram preparadas pela diluicdo de uma solucdo padréo estoque,

como descrito na Tabela 41.

Tabela 41 - Construgéo da curva analitica para determinac&o do teor de cloridrato de
diltiazem nas formas farmacéuticas comprimido e capsula

Nivel Volume de solucéo padrédo Volume final (mL) Concentragéo final
estoque (mL) (ng/mL)

50% 5,00 50,00 15,0

100% 10,00 50,00 30,0

150% 15,00 50,00 45,0

A solucdo padrdo estoque foi preparada como descrito a seguir: pesou-se,

exatamente, cerca de 15 mg de cloridrato de diltiazem SQR e transferiu-se para
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baldo volumétrico de 100 mL. Adicionou-se cerca de 50 mL de metanol e levou-se o
baldo para banho de ultrassom por 10 minutos. Completou-se o volume com &gua e

homogeneizou-se.

O teor de cloridrato de diltiazem nos comprimidos deve estar entre 90 e 110% do
valor rotulado (THE UNITED, 2012).

6.1.2.9.2 Capsulas magistrais contendo cloridrato de diltiazem

Foram preparadas trés solu¢cdes amostra das capsulas magistrais. Cada solucéo foi

injetada trés vezes.

As solucdes amostra foram preparadas como descrito a seguir: determinou-se o
peso médio de conteldo de 20 capsulas. Os conteldos das capsulas foram
posteriormente homogeneizados. Transferiu-se quantidade de p6 equivalente a 30
mg de cloridrato de diltiazem para balées volumétricos de 100 mL. Adicionou-se
cerca de 50 mL de metanol e levou-se os baldes para ultrassom por 10 minutos.
Completou-se o0 volume dos baldes com &gua e homogeneizou-se. As solucdes
foram filtradas, descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado. Transferiu-se 5 mL do
filtrado para balbes volumétricos de 50 mL, completou-se o volume com agua e
homogeneizou-se. As solu¢des, na concentracdo tedrica de 30 pg/mL, foram

transferidas para vials e injetadas trés vezes no cromatografo.

As concentracdes de cloridrato de diltiazem nas amostras foram determinadas
através da substituicdo dos parametros da equacao gerada pela construcdo de uma

curva analitica a partir de trés solucdes padrao.

As solucdes padrao foram preparadas como descrito na secéo anterior, 6.1.2.9.1 -

Comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico.

N&o existe especificacdo para os limites de teor de cloridrato de diltiazem na forma
farmacéutica cdpsula. Como a qualidade de capsulas magistrais e comprimidos esta
sendo comparada, considerou-se 0os mesmos limites de teor especificados para

comprimidos, entre 90 e 110% do valor rotulado.
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6.2 Resultados e discussao

6.2.1 Determinacao de peso

6.2.1.1 Comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico

O medicamento referéncia (cardizem) apresentou peso médio de 186,77 mg. As
porcentagens de desvio em relacdo a média variaram de -1,51% a 3,03%, inferiores
ao limite de +7,5% especificado pela Farmacopeia Brasileira 52 edicao
(FARMACOPEIA, 2010).

O medicamento genérico (EMS) apresentou peso médio de 14545 mg. As
porcentagens de desvio em relacdo a média variaram de -2,51% a 2,95%, inferiores
ao limite de +7,5% especificado pela Farmacopeia Brasileira 5% edicao
(FARMACORPEIA, 2010).

6.2.1.2 Capsulas magistrais

As capsulas magistrais apresentaram peso médio de conteiado de 175,60 mg. As
porcentagens de desvio em relacdo a média variaram de -5,08% a 4,76%, inferiores
ao limite de 10% especificado pela Farmacopeia Brasileira 52 edicao
(FARMACOPEIA, 2010).

6.2.2 Dureza

O teste de dureza foi realizado em 10 unidades de comprimidos dos medicamentos
referéncia e genérico. O medicamento referéncia apresentou dureza média de 58,5
N e DPR de 6,6%. O medicamento genérico apresentou dureza média de 57,2 N e
DPR de 5,9%. O resultado do teste de dureza é informativo (FARMACOPEIA, 2010).
A dureza de um comprimido € diretamente proporcional a forca de compresséo
aplicada durante a producéo, ou seja, quanto maior a forca de compressao aplicada,
maior a dureza do comprimido. Os comprimidos devem ser duros o suficiente para
resistir a ruptura durante o manuseio e frageis o bastante para se desintegrarem
apos a ingestao (JUNIOR; POPOVICH; ANSEL, 2007).
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6.2.3 Friabilidade

Os comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico foram submetidos ao teste
de friabilidade. A porcentagem de perda de massa foi de 0,22% para o medicamento
referéncia e de 0,13% para o medicamento genérico. Tais valores estdo dentro da
especificacao, inferiores a 1,5% (FARMACOPEIA, 2010). O teste de friabilidade
determina a tendéncia a erosdo mecéanica causada pelo atrito ao qual o comprimido
estd sujeito durante o manuseio, acondicionamento e transporte (JUNIOR;
POPOVICH; ANSEL, 2007).

6.2.4 Desintegracao

O teste de desintegracéo foi realizado de acordo com os procedimentos descritos na
Farmacopeia Brasileira 52 edigdo, com 6 unidades de cada medicamento. Os
comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico ndo se desintegraram em 30
minutos, ao passo que as capsulas magistrais se desintegraram em 5 minutos,
tempo esse inferior ao tempo limite especificado pela Farmacopeia Brasileira 52
edicdo, de 45 minutos para capsulas duras.

O teste de desintegracdo ndo se aplica a comprimidos de libera¢do controlada ou
prolongada (FARMACOPEIA, 2010). Como sera discutido posteriormente, acredita-
se que os comprimidos de cloridrato de diltiazem apresentam liberacdo modificada,
o que é reforcado por dados da literatura e pelos perfis de dissolu¢éo obtidos neste
trabalho. Por isso, os comprimidos de cloridrato de diltiazem n&o foram considerados

reprovados no teste de desintegracao.

6.2.5 Uniformidade de doses unitarias

As trés formulagBes contendo cloridrato de diltiazem, medicamento referéncia
(cardizem), medicamento genérico e capsulas magistrais, apresentaram
uniformidade das doses entre unidades do mesmo lote (Tabela 42, Tabela 43 e
Tabela 44, respectivamente). Os valores de aceitagdo obtidos para o medicamento
referéncia, medicamento genérico e para as capsulas magistrais foram inferiores a

15,0, conforme estabelecido pelas Farmacopeias Americana e Brasileira (THE
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UNITED, 2012; FARMACOPEIA, 2010). Dessa forma, as trés formulagdes foram

consideradas adequadas no teste de uniformidade de doses unitéarias.

Tabela 42 - Uniformidade de contetido para comprimidos do medicamento referéncia

(cardizem) contendo cloridrato de diltiazem

n Massa do Concentracéao Concentracéao Teor (%)
comprimido (mg) tedrica (ug/mL) real (ug/mL)

1 187,67 30,14 29,84 99,00
2 183,73 29,51 28,71 97,31
3 185,74 29,83 28,80 96,56
4 184,23 29,59 28,92 97,76
5 189,56 30,44 29,64 97,38
6 185,90 29,86 28,75 96,31
7 187,98 30,19 29,21 96,75
8 183,70 29,50 28,77 97,50
9 189,89 30,50 29,51 96,77
10 190,64 30,62 29,62 96,75
MEDIA 97,21
DESVIO PADRAO 0,78
VALOR DE ACEITACAO (VA) 3,16

Tabela 43 - Uniformidade de contetido para comprimidos do medicamento genérico
contendo cloridrato de diltiazem

n Massa do Concentracéo Concentracéo Teor (%)
comprimido (mg) tedrica (ug/mL) real (ug/mL)

1 144,25 29,69 28,11 94,69
2 144,03 29,64 27,78 93,73
3 142,93 29,41 27,44 93,30
4 142,79 29,38 27,13 92,34
5 144,91 29,82 28,30 94,91
6 144,90 29,82 27,62 92,64
7 145,54 29,95 27,47 91,72
8 146,15 30,08 27,70 92,08
9 149,27 30,72 28,08 91,41
10 143,99 29,63 27,83 93,93
MEDIA 93,07
DESVIO PADRAO 1,23
VALOR DE ACEITACAO (VA) 8,37
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Tabela 44 - uniformidade de contetdo para capsulas magistrais contendo cloridrato de

diltiazem
n Massa do conteldo Concentragéo Concentragéo Teor (%)
da capsula (mg) tedrica (ug/mL) real (ug/mL)

1 174,53 29,82 30,14 101,71
2 172,93 39,61 30,58 104,00
3 178,73 40,58 30,46 100,30
4 181,58 40,87 31,87 103,13
5 173,13 39,65 29,81 101,38
6 177,72 40,32 31,06 103,08
7 170,79 39,25 30,35 104,70
8 176,91 40,20 30,96 103,19
9 176,48 39,93 31,26 104,23
10 174,94 39,98 30,83 103,60
MEDIA 102,93

DESVIO PADRAO 1,39

VALOR DE ACEITACAO (VA) 4,76

A uniformidade de doses nas capsulas duras depende de quatro fatores, sendo eles
a escolha dos invélucros utilizados, o método de mistura dos pés, o método de
encapsulacdo empregado e as caracteristicas do po a ser encapsulado. Essas
etapas sdo as responsaveis por grande parte dos desvios da qualidade no processo

de manipulacéo de capsulas duras (PINHEIRO, 2008).

Estudo realizado para avaliar a qualidade de capsulas magistrais de sinvastatina
utilizou 18 amostras de capsulas de sinvastatina de 40 mg de farméacias magistrais
de Sé&o Paulo, Guarulhos, Sao Bernardo do Campo e Campinas. Das farmécias
avaliadas, apenas trés apresentaram resultados satisfatorios no teste de
uniformidade de doses unitarias (MARKMAN; ROSA; KOSCHTSCHAK, 2010).

Estudo realizado para avaliar a qualidade de cépsulas magistrais de diazepam em
farmacias de Passo Fundo/RS utilizou amostras de quatro farmacias. Dessas, duas
farmacias apresentaram resultados insatisfatérios no teste de uniformidade de doses
unitarias (MENEGHINI & ADAMS, 2007).

Embora a uniformidade de doses unitarias seja um problema recorrente na farmacia

magistral, a amostra de capsulas de cloridrato de diltiazem testada apresentou
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resultados satisfatorios nesse teste, demonstrando que o processo de manipulagédo
utilizado é capaz de garantir a quantidade de farmaco dentro de cada unidade

posologica.

6.2.6 Analise das amostras do teste de dissoluc¢do por Cromatografia a Liquido
de Alta Eficiéncia (CLAE)

O cromatograma da amostra coletada apos 210 minutos do inicio do teste de

dissolucéo para o medicamento referéncia é apresentado na Figura 32.

Figura 32 - Cromatograma (zoom) da amostra do medicamento referéncia ap6s 210 minutos
do inicio do teste de dissolucgao
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Analisando-se o cromatograma, pode-se observar que o cloridrato de diltiazem
liberado a partir dos comprimidos do medicamento referéncia ndo sofre degradacéo
significativa nas condicdes empregadas nos testes de dissolucdo e perfil de
dissolugéo, sendo a area dos produtos de degradacéo equivalente a 0,34% da area
do pico principal. Dessa forma, pode-se utilizar o método por espectrofotometria no
ultravioleta para determinar a porcentagem de cedéncia no teste de dissolucéo.
Além disso, € possivel constatar que o método analitico desenvolvido e validado é

capaz de diferenciar o farmaco dos seus produtos de degradacao.
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O cromatograma da amostra coletada apds 210 minutos do inicio do teste de
dissolucéo para o medicamento genérico € apresentado na Figura 33.

Figura 33 - Cromatograma (zoom) da amostra do medicamento genérico apds 210 minutos
do inicio do teste de dissolucao
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Pela analise do cromatograma, pode-se observar que o cloridrato de diltiazem
liberado a partir dos comprimidos do medicamento genérico ndo sofre degradacéo
significativa nas condicdbes empregadas nos testes de dissolucdo e perfil de
dissolucéo, sendo a area dos produtos de degradacéo equivalente a 0,47% da area
do pico principal.

O cromatograma da amostra coletada apds 210 minutos do inicio do teste de

dissolucéo para as capsulas magistrais € apresentado na Figura 34.
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Figura 34 - Cromatograma (zoom) da amostra das capsulas magistrais ap6s 210 minutos do
inicio do teste de dissolucgao
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Analisando-se o cromatograma, pode-se observar que o cloridrato de diltiazem
liberado a partir das cédpsulas magistrais ndo sofre degradacdo significativa nas
condicbes empregadas nos testes de dissolucdo e perfil de dissolucdo, mesmo
sendo rapidamente liberado a partir da forma farmacéutica. A area dos produtos de
degradacéo foi equivalente a 0,29% da area do pico principal. Esperava-se que, por
apresentarem rapida liberac&o do principio ativo no meio de dissolucao e, portanto,
maior permanéncia no meio de dissolucdo, houvesse uma degradacao significativa
do diltiazem, o que nao foi observado. Dessa forma, a determinacdo da
porcentagem de cedéncia a partir das capsulas magistrais pode ser feita por
espectrofotometria na regido do ultravioleta. Isso é particularmente importante
porque os produtos de degradacdo apresentaram espectros semelhantes ao do

diltiazem, podendo causar interferéncia nas leituras.

6.2.7 Dissolucao

Séao apresentados na Tabela 45 os resultados de dissolucdo para o medicamento

referéncia.
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Tabela 44 - Porcentagens de cedéncia de cloridrato de diltiazem obtidas para o medicamento
referéncia no teste de dissolucéo

Unidade 30 minutos 3 horas Unidade 30 minutos 3 horas
(%) (%) (%) (%)
1 32,96 89,37 7 35,14 81,99
2 28,17 81,94 8 27,56 74,69
3 28,69 86,45 9 29,93 79,02
4 27,60 82,55 10 28,34 74,90
5 29,51 79,67 11 28,40 72,02
6 27,79 84,78 12 29,12 73,07

Inicialmente, foram testadas 6 unidades. Porém, nem todas as 6 unidades
apresentaram dissolucéo igual a Q + 5% para o ponto de coleta de trés horas. Dessa
forma, foi necessario testar mais 6 unidades. A média de dissolucdo das 12
unidades testadas foi igual ou superior a Q e nenhuma unidade apresentou
resultado inferior a Q - 15% para o ponto de coleta de trés horas (média de 80,04%
de cedéncia). Todas as unidades apresentaram dissolucao inferior a Q para o ponto
de coleta de 30 minutos (média de 29,43% de cedéncia). Sendo assim, o

medicamento referéncia foi aprovado no teste de dissolucéo.

S&do apresentados na Tabela 46 os resultados de dissolucdo para o medicamento

generico.

Tabela 45 - Porcentagens de cedéncia de cloridrato de diltiazem obtidas para o medicamento
genérico no teste de dissolugéo

Unidade 30 minutos 3 horas
(%) (%)
1 35,06 87,20
2 41,42 88,36
3 38,52 90,68
4 35,56 87,98
5 34,16 85,44
6 34,83 86,34
MEDIA 36,59 87,67

As 6 unidades testadas inicialmente apresentaram porcentagem de cedéncia
superiores a Q + 5% para o ponto de coleta de trés horas (média de 87,67% de
cedéncia). Nenhuma unidade testada apresentou resultado maior que Q para o
ponto de coleta de 30 minutos (média de 36,59% de cedéncia). Dessa forma, o

medicamento genérico foi aprovado no teste de dissolucéo.

Sao apresentados na Tabela 47 os resultados de dissolu¢cdo para as capsulas

magistrais.
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Tabela 46 - Porcentagens de cedéncia de cloridrato de diltiazem obtidas para as capsulas
magistrais no teste de dissolucéo

Unidade 30 minutos 3 horas
(%) (%)
1 99,95 98,33
2 98,09 98,31
3 105,59 104,43
4 99,84 98,06
5 99,81 99,87
6 99,69 99,11
MEDIA 100,50 99,69

As 6 unidades testadas apresentaram porcentagem de cedéncia superiores a Q +
5% para o ponto de coleta de trés horas (média de 99,69% de cedéncia). Todas as
unidades testadas apresentaram resultado maior que Q para o ponto de coleta de 30
minutos (média de 100,50% de cedéncia). Os resultados de dissolucdo condizem
com os resultados de desintegracdo para as capsulas magistrais. No teste de
desintegracdo, as cépsulas liberaram rapidamente o seu contetdo e, no teste de
dissolucéo, demonstrou-se que o contetdo das cépsulas se dissolve rapidamente no
meio de dissolucdo. Dessa forma, de acordo com os critérios de aceitacdo para o
teste de dissolucdo, as cépsulas magistrais seriam reprovadas nesse teste. No
entanto, o teste de dissolucdo utilizado, bem como os critérios de aceitacdo, sao
aplicaveis a forma farmacéutica comprimidos. Discussdo mais detalhada a respeito
da dissolucdo das cépsulas magistrais contendo cloridrato de diltiazem sera

realizada a seguir, na secao 6.1.3.7 - Perfil de dissolucao.

6.2.8 Perfil de dissolucéao

Para a construcdo do perfil de dissolugdo utilizou-se 12 amostras de cada

medicamento.

As porcentagens de cedéncia foram determinadas para os medicamentos referéncia,
genérico e capsulas magistrais (Tabela 48, Tabela 49 e Tabela 50,

respectivamente).

Tabela 47 - Porcentagens de cedéncia para a construcéo do perfil de dissolucéo do
medicamento referéncia

% cedéncia
Amostra/ Tempo (minutos) 15 30 60 120 180 210
1 19,54 28,26 49,11 67,34 83,04 89,92
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Tabela 48 - Porcentagens de cedéncia para a construcéo do perfil de dissolucéo do
medicamento referéncia (continuagao)

% cedéncia
Amostra/ Tempo (minutos) 15 30 60 120 180 210

2 19,97 28,47 51,47 65,71 84,58 90,24
3 19,99 28,19 50,17 65,68 84,43 91,87
4 22,36 31,05 54,75 70,92 90,15 94,29
5 20,91 30,43 51,93 71,75 91,14 97,20
6 20,55 28,53 55,88 75,16 93,61 96,32
7 19,65 27,58 42,73 60,79 80,01 83,89
8 20,02 28,82 44,13 65,01 80,13 86,71
9 19,35 27,66 42,40 59,39 76,19 83,27

10 19,30 27,83 42,27 59,43 76,35 83,70

11 19,08 27,43 42,48 60,72 76,47 81,75

12 18,81 27,21 41,71 61,20 77,20 85,29

MEDIA 19,96 28,45 47,42 65,26 82,78 88,71
DESVIO PADRAO 0,96 1,18 5,35 5,24 6,16 5,37
DPR 4,82 4,14 11,27 8,04 7,45 6,05

Tabela 49 - Porcentagens de cedéncia para a construcéo do perfil de dissolugéo do
medicamento genérico

% cedéncia

Amostra/ Tempo (minutos) 15 30 60 120 180 210
1 27,58 37,07 50,74 68,85 88,64 91,42

2 27,39 37,60 51,40 66,74 80,44 86,21

3 27,63 37,80 52,54 71,83 88,95 92,03

4 25,71 36,00 52,59 72,86 85,91 89,56

5 24,15 34,89 49,61 70,52 84,02 87,30

6 25,12 35,30 49,73 69,36 83,49 87,67

7 25,93 35,72 59,61 83,10 91,96 94,90

8 26,33 35,61 57,53 72,21 89,31 92,67

9 26,60 39,03 59,80 83,51 96,21 98,59

10 28,39 38,67 61,08 79,41 93,64 97,70

11 26,07 35,67 58,40 80,41 91,40 93,10

12 27,26 38,71 60,80 80,38 93,55 97,09
MEDIA 26,51 36,84 55,32 74,93 88,96 92,35
DESVIO PADRAO 1,20 1,48 4,59 6,00 4,74 4,17
DPR 4,54 4,03 8,29 8,01 5,33 4,51

Tabela 50 - Porcentagens de cedéncia para a construcédo do perfil de dissolucéo das
cdpsulas magistrais

% cedéncia
Amostra/ Tempo (minutos) 15 30 60 120 180 210

1 103,06 101,95 101,54 101,53 100,20 98,71
2 96,40 96,36 95,52 94,51 92,42 92,96
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Tabela 51 - Porcentagens de cedéncia para a construcdo do perfil de dissolucéo das
capsulas magistrais (continuacéo)

% cedéncia
Amostra/ Tempo (minutos) 15 30 60 120 180 210
3 106,14 101,59 98,94 98,92 97,78 97,45
4 106,40 105,86 104,31 103,37 102,73 101,89
5 99,65 99,57 96,61 96,08 96,46 95,09
6 102,66 102,63 100,87 100,90 100,23 99,73
7
8
9

99,22 98,70 97,83 96,52 96,63 95,59
101,92 101,92 101,70 100,23 99,51 97,98
97,08 97,44 97,04 95,44 95,17 93,29

10 102,35 102,45 100,33 100,09 101,48 97,75

11 106,94 105,12 105,02 104,33 103,35 102,66

12 97,72 97,00 95,73 95,33 94,66 93,58
MEDIA 101,63 100,88 99,62 98,94 98,38 97,22
DESVIO PADRAO 3,67 3,09 3,20 3,32 341 3,23
DPR 3,61 3,06 3,21 3,35 3,47 3,33

A partir dos dados de porcentagens de cedéncia e dos tempos de coleta, construiu-
se perfis de dissolucdo para os medicamentos referéncia, genérico e capsulas

magistrais (Figura 35).

Figura 35 - Perfis de dissolugdo dos medicamentos referéncia, genérico e capsulas
magistrais

120,00

100,00 — —

B /
60,00 —+— REFERENCIA

—B— GENERICO
CAPSULAS MAGISTRAIS
4,00 /,/
20,00

b

Cedéncia %)

0,00

0 50 100 150 200 250
Tempo (minutos)




120

A comparacao dos perfis de dissolucgéo foi feita utilizando-se o modelo independente
simples, pelo calculo do fator de semelhanca (F2) e o fator de diferenca (F1).

Para que se considere que dois medicamentos possuem perfis de dissolucéo
compardaveis, o valor de F2 deve estar situado entre 50 e 100, ao passo que o valor
de F1 deve ser inferior a 15 (BRASIL, 2010; UNITED STATES, 1997). Os valores de
F1 e F2 calculados para os perfis de dissolucdo do medicamento genérico e das
capsulas magistrais em comparacdo ao perfil de dissolucdo do medicamento

referéncia sao apresentados na Tabela 51.

Na RDC n° 31 de 2010, é preconizado, para que se possa utilizar os valores de
médias, que os coeficientes de variacdo para os primeiros pontos de coleta (40%
dos pontos coletados ou, neste caso, 0s dois primeiros pontos) ndo excedam 20% e
que para os demais pontos ndo exceda 10%. O terceiro ponto de coleta para o
medicamento referéncia apresentou coeficiente de variacdo de 11,27%, um pouco

superior ao limite especificado na legislacao.

Tabela 52 - valores de F1 e F2 obtidos para a comparag&o dos perfis de dissolucéo do
medicamento genérico e cadpsulas magistrais com o perfil de dissolugdo do medicamento

referéncia
Parametro Medicamento genérico Cépsulas magistrais
F1 12,73 79,41
F2 56,60 14,29

Os valores de F1 e F2 calculados para o medicamento genérico estdo situados
dentro das faixas especificadas nas legislacfes especificas. Dessa forma, pode-se
afirmar que os perfis de dissolugdo dos medicamentos referéncia e genérico sdo

semelhantes.

Os valores de F1 e F2 calculados para as capsulas magistrais ndo estao situados
dentro das faixas especificadas nas legislacdes especificas. Dessa forma, os perfis
de dissolucdo dos medicamentos referéncia e capsulas magistrais ndo podem ser

considerados semelhantes.
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Os comprimidos sao obtidos pela compressédo de uma mistura contendo o farmaco e
alguns excipientes, que podem ter fungdes variadas. Os comprimidos podem ser
formulados de forma a apresentar liberacdo imediata ou liberacdo modificada, de
acordo com os excipientes utilizados e os processos de fabricacdo empregados. As
capsulas de gelatina dura se desintegram quando em contato com a agua, liberando
0 seu conteudo. As capsulas podem ser produzidas de forma a apresentarem
liberacdo modificada utilizando-se, no seu interior, pellets revestidos contendo o
farmaco. No entanto, quando nédo se utiliza esse sistema, a capsula ndo apresenta
controle da liberagdo do seu conteudo (JUNIOR; POPOVICH; ANSEL, 2007). Como
as capsulas magistrais analisadas nao foram formuladas com o sistema de pellets,
elas ndo apresentam liberagcdo modificada, liberando prontamente o seu contetudo
no meio de dissolu¢cdo. Os comprimidos, por outro lado, foram formulados com 6leo
de ricino hidrogenado, um excipiente que possui a funcdo de proporcionar aos

comprimidos uma libera¢cdo modificada do farmaco.

O cloridrato de diltiazem na forma farmacéutica comprimidos apresentou liberagcéo
modificada in vitro, que pode ser evidenciada pelo seu perfil de dissolucdo. O teste
de dissolucdo utilizado neste trabalho possui dois tempos de coleta, um em 30
minutos e um em trés horas. O tempo de coleta de 30 minutos tem por finalidade
garantir que a liberacéo do cloridrato de diltiazem a partir da forma farmacéutica nédo
seja tdo rapida, apresentando como critério de aceitacdo uma liberacao inferior a
60% da quantidade rotulada de diltiazem (THE UNITED, 2012). O cloridrato de
diltiazem na forma farmacéutica comprimidos de liberacdo imediata também
apresenta uma liberacdo lenta in vivo, apresentando tempo de concentracdo

plasmatica maxima entre trés e cinco horas (CARDIZEM, 2013).

Embora a dgua ndo seja um meio biorrelevante (STORPIRTIS et al., 2011), o teste
de dissolugdo empregado neste trabalho parece poder ser utilizado para prever a
liberacdo in vivo do cloridrato de diltiazem a partir de comprimidos, uma vez que o
altimo tempo de coleta utilizado no teste de dissolucdo € bem proximo do tempo de
concentragdo maxima (tmax) para o cloridrato de diltiazem na forma farmacéutica de

comprimidos.
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Estudo realizado para conversdo do uso de comprimidos de liberacdo imediata
contendo cloridrato de diltiazem para céapsulas de liberagdo prolongada no
tratamento de Angina pectoris demonstrou ndo haver diferengas clinicas importantes
entre as formas farmacéuticas testadas, nem relacionadas a eficacia do tratamento
nem relacionadas a incidéncia de reagBes adversas. O estudo estabeleceu que,
para a conversdo do uso de comprimidos de liberacdo imediata para capsulas de
liberacdo prolongada, € razoavel converter para a mesma dose, ou caso essa hao
esteja disponivel, para a proxima maior dose disponivel da forma farmacéutica de

liberacdo prolongada (POOL et al., 1994).

Estudo realizado com diltiazem como monoterapia para o tratamento de hipertensdo
arterial demonstrou que o diltiazem administrado sob a forma de comprimidos de
liberacdo imediata possui eficdcia quando se utiliza regime posologico de trés a
quatro vezes por dia (POOL; NAPPI; WEBER, 1990).

No entanto, alguns estudos demonstraram possiveis riscos relacionados a agentes
blogueadores dos canais de célcio, principalmente as formas farmacéuticas de
liberacdo imediata, no tratamento de hipertensdo em pacientes com doencas
coronarianas. Formas farmacéuticas de liberagdo imediata de nifedipino tém
causado eventos isquémicos e podem causar um aumento de mortalidade
coronariana quando se utiliza doses elevadas. Existem alguns relatos inconsistentes
a respeito de reagfes adversas relacionadas as formulagdes de liberacdo imediata
de nifedipino, cloridrato de diltiazem e cloridrato de verapamil. Por isso, a
hipertenséo arterial deve ser tratada preferencialmente com bloqueadores de canais
de calcio de longa duracdo ou de formulacdes que permitam uma liberacéo
prolongada (AHFS DRUG INFORMATION, 2004; SHEPS et al., 1997; SBC; SBH;
SBN, 2010).

O teste de dissolugéo para comprimidos de cloridrato de diltiazem publicado no ano
de 1990 na Farmacopeia Americana (USP XXII) era diferente em relacdo ao teste
atualmente empregado para o controle de qualidade desse medicamento. Utilizava-
se como meio de dissolu¢cdo 900 mL de agua, velocidade de agitacdo de 50 rpm e
tempo de 45 minutos. O critério de aceitagdo era de que ndo menos que 75% da

quantidade rotulada de cloridrato de diltiazem fosse liberada do comprimido em 45
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minutos (THE UNITED, 1990). Pelos parametros estabelecidos para o teste de
dissolucéo, pode-se inferir que os comprimidos de cloridrato de diltiazem disponiveis

a epoca eram de liberacao imediata.

O teste de dissolugédo para comprimidos de cloridrato de diltiazem publicado no ano
de 1995 na Farmacopeia Americana (USP 23) sofreu uma alteracdo em relacao ao
anterior, tornando-se semelhante ao teste de dissolu¢do atualmente empregado. O
teste de dissolucdo empregava um volume de 900 mL de agua como meio de
dissolucéo, velocidade de agitacdo de 100 rpm e dois pontos de coleta, um em 30
minutos e outro em trés horas. O critério de aceitacdo empregado era de que nho
maximo 60% da quantidade rotulada se dissolvesse em 30 minutos e no minimo
80% da quantidade rotulada se dissolvesse em trés horas (THE UNITED, 1995).
Embora ndo esteja claro na literatura, pode-se supor que o teste de dissolucao foi
modificado devido ao fato de a formulagéo ter sido alterada visando uma liberagéo
modificada do principio ativo, possivelmente pelo surgimento de relatos do aumento
do risco de eventos cardiovasculares em pacientes que utilizavam comprimidos de

liberacé@o imediata de farmacos inibidores dos canais de célcio.

Portanto, ndo é possivel supor que as capsulas magistrais de cloridrato de diltiazem
podem ser utilizadas como alternativa terapéutica aos comprimidos de liberacéo
imediata. Por ndo possuirem nenhum mecanismo que controle a liberacdo de
cloridrato de diltiazem a partir da forma farmacéutica, as céapsulas apresentam
rapida dissolucdo in vitro e, provavelmente, apresentardo uma rapida liberacdo in
vivo. Sendo assim, estudos posteriores sao necessarios para se conhecer 0s
parametros farmacocinéticos apresentados por essa forma farmacéutica,
estabelecer uma posologia adequada e verificar se a liberacdo muito rapida do
cloridrato de diltiazem néo leva a um aumento da ocorréncia e gravidade dos efeitos
adversos relacionados ao farmaco, visto que as capsulas sdo usualmente

formuladas nas mesmas dosagens dos comprimidos, 30 mg e 60 mg.

A partir do exposto, recomenda-se que as capsulas magistrais sejam prescritas com
cuidado pelos profissionais prescritores, que além de levar em consideracdo a
histéria clinica do paciente, devem estar cientes das diferengas farmacocinéticas

entre as formas farmacéuticas comprimidos e capsulas magistrais.
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6.2.9 Doseamento

6.2.9.1 Comprimidos dos medicamentos referéncia e genérico

O teor médio de cloridrato de diltiazem encontrado no medicamento referéncia
(Tabela 52) esta préximo do valor rotulado e dentro dos limites especificados, entre

90 e 110% do valor rotulado (THE UNITED, 2012).

Tabela 53 - Determinacéo do teor de cloridrato de diltiazem no medicamento referéncia

(cardizem)
n Massa de po Concentracéo Concentracéo Teor (%)
comprimido (mg) tedricade DTZ real (ug/mL)
(Hg/mL)
1 188,70 30,31 30,65 101,12
188,06 30,20 30,01 99,37
186,53 29,96 29,82 99,53
MEDIA 100,01
DPR 0,97

O teor médio de cloridrato de diltiazem encontrado no medicamento genérico
(Tabela 53) ndo esta tdo proximo do valor rotulado, porém esta dentro dos limites
especificados, entre 90 e 110% do valor rotulado (THE UNITED, 2012).

Tabela 54 - Determinac&o do teor de cloridrato de diltiazem no medicamento genérico

n Massa de po6 Concentracéo Concentracéo Teor (%)
comprimido (mg) tedrica (ug/mL) real (ug/mL)
147,14 30,28 28,46 93,99
145,70 29,98 28,09 93,70
3 146,20 30,09 27,63 91,82
MEDIA 93,17
DPR 1,26

6.2.9.2 Capsulas magistrais

O teor médio de cloridrato de diltiazem encontrado nas capsulas magistrais (Tabela
54) esta proximo do valor rotulado e dentro dos limites especificados, entre 90 e

110% do valor rotulado.
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Tabela 55 - Determinacéo do teor de cloridrato de diltiazem nas capsulas magistrais

n Massa de p6 capsula Concentragéo Concentracgéo Teor (%)
(mQ) tedrica (ug/mL) real (ug/mL)
1 176,67 30,18 29,39 97,38
2 175,97 30,06 29,73 98,90
3 175,73 30,02 29,77 99,17
MEDIA 98,48
DPR 0,98

Com base nos testes de controle de qualidade realizados para os comprimidos de
cloridrato de diltiazem e na monografia de cloridrato de diltiazem comprimidos
disponivel na Farmacopeia Americana 352 edicdo (THE UNITED, 2012), foi
elaborada uma proposta de monografia para a inclusdo na Farmacopeia Brasileira 62
edicdo (APENDICE B - Proposta de monografia de cloridrato de diltiazem

comprimidos para inclusdo na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, pagina 134).
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7 CONCLUSOES

e Um método analitico indicador de estabilidade para a determinacdo de
cloridrato de diltiazem em comprimidos e capsulas magistrais foi desenvolvido
e validado, apresentando seletividade em relacdo aos excipientes das
formulacbes e aos produtos de degradacao, linearidade, precisdo, exatidao e

robustez adequados.

e Os comprimidos de cloridrato de diltiazem, medicamentos referéncia e
genérico, cumpriram com as especificacdes dos testes de determinagéo de
peso, dureza, friabilidade, desintegracdo, uniformidade de doses unitarias,
dissolucéo e perfil de dissolucdo, cumprindo todos os requisitos de qualidade

especificados.

e As capsulas magistrais de cloridrato de diltiazem cumpriram com as
especificacoes dos testes de determinacdo de peso, desintegracéo,
uniformidade de doses unitarias e doseamento. As capsulas magistrais nao
cumpriram com as especificacbes dos testes de dissolucdo e perfil de
dissolucéo. As capsulas liberam o principio ativo rapidamente, diferentemente

dos comprimidos.

e Nao foi observada degradacéao significativa para o cloridrato de diltiazem nas
condi¢Oes utilizadas durante os testes de dissolucao e de perfil de dissolucéo,
mesmo tendo o ativo sido liberado rapidamente a partir das céapsulas
magistrais. Porém, mais estudos seriam necessarios para saber se as
condicbes empregadas sdo adequadas para os estudos de dissolucéo e de

perfil de dissolucdo das capsulas magistrais.

e Nao é possivel supor que as capsulas magistrais de cloridrato de diltiazem
possam ser utilizadas como alternativa terapéutica aos comprimidos de
cloridrato de diltiazem. Estudos posteriores sdo necessarios para se conhecer
0os parametros farmacocinéticos apresentados pela forma farmacéutica,

estabelecer uma posologia adequada e verificar se a liberagdo muito rapida
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do cloridrato de diltiazem néo leva a um aumento da ocorréncia e gravidade
dos efeitos adversos relacionados ao farmaco. Ainda, pode ser desenvolvida
uma nova formulacdo para as capsulas magistrais que confiram a elas uma

liberacdo modificada.
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APENDICE A - Proposta de monografia de cloridrato de diltiazem insumo

farmacéutico ativo para inclusdo na Farmacopeia Brasileira 62 edicéo.

CLORIDRATO DE DILTIAZEM
Diltiazemi hydrochloridum

HSCYO? H,
N
N~ O cH

S .HCI

H.,C—0O

C22H26N204S'HC|; 450,98

Cloridrato de diltiazem; 03038

Cloridrato de (2S,3S)-3-acetiloxi-5-[2-(dimetilamino)etil]-2,3-di-hidro-2-(4-
metoxifenil)-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona

[33286-22-5]

Contém, no minimo, 98,5% e, no maximo, 101,0% de (C,2H26N204S-HCI), em relacdo
a substancia dessecada.

DESCRICAO
Caracteristicas fisicas. P¢ cristalino branco ou quase branco.

Solubilidade. Facilmente solivel em &gua, em metanol e em diclorometano, pouco
soltvel em etanol anidro.

Constantes fisico-quimicas.

Temperatura de fusdo (5.2.2): entre 207,5 °C e 212,0 °C, com decomposicao.
IDENTIFICACAO

A. O espectro de absor¢cdo no infravermelho (5.2.14) da amostra, previamente
dessecada, dispersa em brometo de potassio, apresenta maximos de absor¢do somente
nos mesmos comprimentos de onda e com as mesmas intensidades relativas daqueles
observados no espectro de cloridrato de diltiazem SQR, preparado de maneira idéntica.

B. Responde as reagdes do ion cloreto (5.3.3.1).

ENSAIOS DE PUREZA
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Aspecto da solugdo. Dissolver 1 g da amostra em agua isenta de dioxido de carbono e
diluir para 20 mL com o mesmo solvente. A solucdo é limpida (5.2.25) e incolor
(5.2.12).

pH (5.2.19). Determinar em solucdo a 1% (p/v) preparada em &gua isenta de didxido de
carbono e proceder conforme descrito em Determinacéo do pH. Entre 4,3 e 5,3.

Perda por dessecacéo (5.2.9). Determinar em 1 g da amostra. Dessecar em estufa a 105
°C por 2 horas. No méaximo 0,5%.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Titulagdes em meio ndo aquoso (5.3.3.5). Dissolver 0,4
g da amostra em uma mistura contendo 2 mL de acido formico anidro e 60 mL de
anidrido acético. Titular com &cido perclérico 0,1 M SV, determinando o ponto final
potenciometricamente. Realizar ensaio em branco e fazer as correces necessarias. Cada
mL de &cido perclorico 0,1 M SV equivale a 45,098 mg de C,,H26N,0,4S-HCI.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegido da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anti-hipertensivo, antianginoso, antiarritmico.
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APENDICE B - Proposta de monografia de cloridrato de diltiazem

comprimidos para inclusdo na Farmacopeia Brasileira 62 edicao.

CLORIDRATO DE DILTIAZEM COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada
C22H26N204S-HCI. Os comprimidos podem ser revestidos.

IDENTIFICACAO

O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Solugéo amostra, obtida em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Solucéo padréo.

CARACTERISTICAS

Determinacao de peso (5.1.1). Cumpre o teste.

Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (5.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegracéo (5.1.4.1). Cumpre o teste.
Uniformidade de doses unitérias (5.1.6). Cumpre o teste.

Procedimento para uniformidade de conteddo. Triturar cada comprimido
individualmente e transferir, quantitativamente, o pé para baldo volumétrico de 100 mL.
Adicionar 50 mL metanol e deixar em ultrassom por 10 minutos. Completar o volume
com &gua, homogeneizar e filtrar. Realizar dilui¢des sucessivas até concentragdo de 30
pug/mL, utilizando uma mistura de metanol e agua (50:50) como solvente. Prosseguir
conforme descrito em Doseamento.

TESTE DE DISSOLUGAO (5.1.5)

Meio de dissolucdo: dgua, 900 mL
Aparelhagem: péas, 75 rpm
Tempos: 30 minutos e 3 horas

Procedimento: nos tempos de coleta, retirar aliquota do meio de dissolucéo, filtrar e
diluir, se necessario, com agua, até concentracdo adequada. Medir as absorvancias das
solugdes em 237 nm (5.2.14), utilizando o Meio de dissolugdo para o ajuste do zero.
Calcular a quantidade de C,H26N204S-HCI dissolvida no meio, comparando as leituras
obtidas com a da solugéo de cloridrato de diltiazem SQR na concentra¢do de 0,001%
(p/v), preparada no mesmo solvente.

Tolerancia: ndo mais que 60% (Q) da quantidade declarada de Cj,H26N2,04S-HCI se
dissolvem em 30 minutos e ndo menos que 75% (Q) da quantidade declarada de
C2oH»6N-04S-HCI se dissolvem em 3 horas.
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DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatdgrafo provido de detector ultravioleta a 240 nm; coluna de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (5 um), mantida a 30 °C; fluxo da Fase movel de 1
mL/minuto.

Nota: preparar as solugdes imediatamente antes do uso.

Solucdo de acido trifluoroacético 0,05% (v/v) em agua: transferir 0,5 mL de &cido
trifluoroacético para baldo volumétrico de 1000 mL contendo agua e completar o
volume com 0 mesmo solvente.

Solucéo de &cido trifluoroacético 0,05% (v/v) em metanol: transferir 0,5 mL de &cido
trifluoroacético para baldo volumétrico de 1000 mL contendo metanol e completar o
volume com 0 mesmo solvente.

Fase movel: mistura da Solugdo de acido trifluoroacético 0,05% (v/v) em metanol e da
Solucéo de &cido trifluoroacético 0,05% (v/v) em agua (56:44).

Solucdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade de pé
equivalente a 30 mg de cloridrato de diltiazem para baldo volumétrico de 100 mL,
adicionar 50 mL de metanol e deixar em ultrassom por 10 minutos. Completar o volume
com &gua, homogeneizar e filtrar. Diluir, quantitativamente, para obter uma solugdo
com concentracao de 30 pg/mL.

Solucdo padrdo: dissolver quantidade, exatamente pesada, de cloridrato de diltiazem
SQR em uma solucdo de metanol e agua (50:50) e diluir adequadamente de modo a
obter solu¢do a 30 pg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 uL da Solucéo padréo e da Solugdo amostra,
registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos. Calcular a quantidade de
C22H26N20,4S-HCI nos comprimidos a partir das respostas obtidas para a Solucéo
padréo e a Solugdo amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.



139

APENDICE C - Resumo submetido e aprovado para apresentacdo na

sessao de poésteres do SIMCRO 2014 - Simpésio Brasileiro de Cromatografia e
Técnicas Afins, a ser realizado na cidade de Campos do Jorddo - SP, em
setembro/2014.

DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAQO DE DILTIAZEM EM
FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS

Mateus A. C. e Souza; Gerson A. Pianetti; Fernando H. A. Nogueira

Laboratério de Controle de Qualidade, Faculdade de Farmdcia, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte - MG, Brasil

mateusarsouza(@yahoo.com.br

Tntrodugio

O diltiazem € nm antagonista dos canais de célcio, sendo utilizado no tratamento de arritmias
cardiacas, da hipertensio e na prevencdo de angina. Existem varios métodos analiticos
reportados na literatura para a determunacdo de diltiazem em comprimidos e para a
determinacdo de substincias relacionadas em insumo farmacéutico. Um método analitico
indicador de estabilidade foi encontrado na literatura, mas esse é demorado e incompativel para
acoplamento com detector de massas.

Objetivo

Desenvolver e validar um método analitico indicador de estabilidade para a determinacdo de
cloridrato de diltiazem em comprimidos e capsulas magistrais.

Meétodos

Utilizou-se coluna cromatografica de octadecilsilano, 150 x 4,6 mm e tamanho de particula de
5 um. Diferentes fases aquosas foram testadas, sendo elas acido acético 0,1% (v/v), éacido
térmico 0,1% (v/v), tampéao acetato de amoénio-acido formico e acido trifluoroacético 0,05%
(v/v). A melhor condicdo isocratica testada foi determinada pela avaliagdo dos pardmetros
cromatograficos, sendo eles fator de retencdo, munero de pratos tedricos e assimetria 10% para
o pico de cloridrato de diltiazem. As condigdes cromatograficas foram otimizadas durante a
realizacdo dos testes de degradagdo for¢ada nos meios aquoso, dcido, basico e oxidativo. O
método analitico foi validado de acordo com os seguintes pardmetros: seletividade, linearidade,
mtervalo, precisdo, limites de deteccdo e quantificacido, exatidio e robustez.

Resultados

A fase aquosa de acido trifluoroacético 0,05% (v/v) apresentou os melhores valores de fator de
retengdo, nimero de pratos tedricos e assimetria 10%. Os pardmetros cromatograficos da
condi¢do isocratica otimizada sdo: fase movel composta por metanol, acidificado com acido
trifluoroacético 0,05% (v/v), e acido trifluoroacético 0,05% (v/v) em agua, na propor¢io de
56:44, respectivamente; fluxo de fase mével de 1,0 mL/min; temperatura de 30 °C e
comprimento de onda de detecgdo de 240 nm. O método demonstrou ser seletivo, com
resolugdo minima de 2.0 entre todos os picos; linear, com coeficiente de determinagio de
0.9995 e distribuicio aleatoria dos residuos: exato, com recuperagdes médias entre 98 e 102%:;
preciso, com valores de DPR inferiores a 5%; e robusto, para variagdes de fluxo de fase mével,
porcentagem de solvente organico e temperatura. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram
de 0,15 pg/mL e 0,75 pg/mL, respectivamente.

Conclusio

O método analitico foi validado de acordo com as legislagdes especificas e demonstrou ser
seletivo para a deternunagdo de cloridrato de diltiazem na presenga de seus produtos de
degradacio, podendo ser utilizado durante estudos de estabilidade de medicamentos.

Agradecimentos - A CAPES , FAPEMIG e Farmacopeia Brasileira pelo apoio financeiro.
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APENDICE D - Resumo submetido para apresentacdo na sessdo de

posteres do Simcifar 2014 - Simpdsio em Ciéncias Farmacéuticas, a ser

realizado na cidade de Belo Horizonte - MG, em agosto/2014.
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ESTUDO COMPARATIVO DE DUAS FORMAS FARMACEUTICAS
DE CLORIDRATO DE DILTIAZEM
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Palavras-chave: Cloridrato de diltiazem. Comprimidos. Cépsulas magistrais. Controle de qualidade.
Dissolugéo. Perfil de dissolugéo.

] genérico foram comparados ao perfil de

INTRODUCAO

O cloridrato de diltiazem € um farmaco
amplamente utilizado na clinica e também
manipulado em farméacias magistrais. As
capsulas magistrais de cloridrato de diltiazem
sdo usadas como se fossem intercambiaveis
com o medicamento referéncia. Dessa forma,
este estudo tem por finalidade realizar um
estudo comparativo entre capsulas magistrais
e comprimidos dos medicamentos referéncia e
genérico contendo cloridrato de diltiazem.

b R R R

RESULTADOS E DISCUSSAO
Amostras de comprimidos dos medicamentos
referéncia e genérico e de capsulas magistrais
contendo cloridrato de diltiazem foram
avaliadas pelos testes de determinacdo de
peso, desintegracdo, uniformidade de doses
unitérias, doseamento, dissolucédo e perfil de
dissolugéo'?. Os comprimidos também foram
avaliados pelos testes de dureza e
friabilidade'. Todos os medicamentos foram
considerados adequados em relagdo aos
testes de determinacdo de peso, dureza e
friabilidade (comprimidos), uniformidade de
doses unitarias e doseamento. Os
comprimidos n&o se desintegraram em 30
minutos, ao passo que as capsulas se
desintegraram em cinco minutos. No entanto,
os comprimidos n&do foram considerados
reprovados, uma vez que parecem apresentar
liberagdo modificada. No teste de dissolugéo,
as capsulas magistrais apresentaram alta
porcentagem de cedéncia em 30 minutos,
sendo consideradas reprovadas no teste. Os
comprimidos atenderam as especifica¢gdes do
teste de dissolucdo. Os perfis de dissolugéo
das capsulas magistrais e do medicamento

dissolugdo do medicamento referéncia pelo
modelo independente. Os perfis com valores
de f1 inferiores a 15 e valores de f2 entre 50 e
100 foram considerados semelhantes®®. O
perfil do  medicamento  genérico  foi
considerado semelhante ao do referéncia, com
f1igual a 12,73 e f2 igual a 56,60. Os perfis de
dissolugc@o das capsulas foram considerados
diferentes em relacdo aos do medicamento
referéncia, com f1 igual a 79,41 e f2 igual
14,29.

N R R N R

CONCLUSAO

As cépsulas magistrais foram consideradas
adequadas em todos os testes de controle de
qualidade realizados, com excecédo dos testes
de dissolucéo e de perfil de dissolu¢do, uma
vez que liberam rapidamente o principio ativo,
diferentemente dos comprimidos. Portanto,
ndo €& possivel supor que as capsulas
magistrais de cloridrato de diltiazem possam
ser utilizadas como alternativa terapéutica aos
comprimidos de cloridrato de diltiazem.
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