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Resumo

Os medicamentos genéricos desempenham um papel determinante na diminuicao de custos nos
cuidados de saude para a populacdo, uma vez que ndo incluem no preco as despesas de
investigacdo e desenvolvimento, podendo assim apresentar precos significativamente mais

baixos que os medicamentos inovadores.

O presente trabalho esté inserido num projeto em desenvolvimento da farmacéutica Sofarimex e
tem como objetivo a validac&do de um método analitico de dissolu¢cdo que permita quantificar,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, a substancia ativa hidroclorotiazida em ensaios de
dissolugéo, com vista a ser utilizado no desenvolvimento de um medicamento genérico de uma
associacdo de Telmisartan/Hidroclorotiazida em comprimidos. Pretende-se também avaliar a
similaridade in vitro entre os lotes do medicamento teste e de referéncia (Micardis Plus®), a

fim de escolher o lote teste mais adequado para o estudo de bioequivaléncia in vivo.

Foram avaliados os parametros de especificidade, linearidade (gama de trabalho), precisédo
(repetibilidade e preciséo intermédia) e exatid&o e verificada a similaridade entre os lotes através

do calculo do fator de similaridade (f2).

O método é valido uma vez que: foi considerado especifico; € linear entre as concentragfes 2,78
e 16,67 (um/L), correspondentes a 20%-120% da concentracdo de trabalho; a repetibilidade e
precisdo intermédia, tém valores de RSD que cumprem os critérios de aceitacéo; e a exatidao
apresenta, para cada nivel de concentragdo, percentagens de recuperacgdo do ativo dentro dos
limites de 95-105%.

Os resultados demonstram que apenas existe similaridade entre os produtos nos meios de
dissolu¢do pH 1,2 e pH 4,5. No entanto, uma vez que o passo limitante da absor¢do da
hidroclorotiazida ndo € a dissolugéo, os resultados indicam que mesmo assim a formulagao teste

podera ser bioequivalente a formulacao de referéncia.

Palavras-Chaves: Bioequivaléncia, Hidroclorotiazida, Dissolucéo, Validacéo, HPLC






Abstract

Generic drugs play a key role in reducing the costs with health care for the general population,
since their price does not include research and development costs. These drugs therefore have

significantly lower prices than innovate medicines.

This work falls within the scope of a project being developed by the pharmaceutical Sofarimex
and aims to validate an analytical method to quantify, by HPLC, the active substance
hydrochlorothiazide, in tests of dissolution profiles, which will be used in developing the generic
drug Telmisartan/Hydrochlorothiazide (tablet). It also intends to evaluate the in vitro similarity
between batches of the drug test and the reference product (Micardis Plus®) in order to choose
the most suitable lot for the study of bioequivalence (in vivo).

The parameters evaluated are specificity, linearity (working range), precision (repeatability and
intermediate precision) and accuracy. Similarity between batches was verified by calculating the
similarity factor (f2)

The method is valid due to the following reasons: it was considered specific; linear in
concentrations between 2,78 and 16,67 (um/L), corresponding to 20%-120% of the concentration
of the work; intermediate precision and repeatability have RSD values below acceptance criteria;
and accuracy shows, for each level of concentration, that the percentage of active substance

recovery is within the range of 95 — 105%.
The results show that there is only similarity between the products in dissolution media pH 1,2
and pH 4,5. However, since the limiting step in the absorption of hydrochlorothiazide is not

dissolution, the results indicate that the test formulation may be bioequivalente to the reference

formulation.

Keywords: Bioequivalence, Hydrochlorothiazide, Dissolution, Validation, HPLC

Xl



Xl



indice
I

1. EnqUuadramento @ ODJELVO.....ccoiuiiii ittt ettt e et e e e sbr e e e e sbneeeeanes 1
Y2 € U] o To AV YY /=To o SRS 3
2.1 S0 = g1 1= USRS PRR 3
T oY Y- T B =TT (o= DTSRRI 5
3.1 MedIiCAMENLOS GENEIICOS ....ccuuieiiiie it ritee ettt e bt e et et e stee e be e e sabeesabeeesbeeesnbeeanneeas 5
3.1.1 GenEéricos Na UNIA0 EUFOPEIA ...uuvvvieei ittt e ee e 5
3.1.2 GENENICOS €M POMUGAL........eiiieiii ittt 6

3.2 Biodisponibilidade e BiOeqUIVAIBNCIA ...........cueiiiiiiiiieiiiece e 6
3.3 Medicamentos Genéricos na prevencao da hipertenSao.........ccovvveveviiieeeiivieeesiineenn 8
3.31 HIArOCIONOtAZIAR ... .eeeiiirriie ettt 8

3.4 TeStES A€ DISSOIUGAD .....o.uviiieiiiiiee ettt e e e 10
34.1 Principio do método de diSSOIUGAO ..........eveiiiiiiiiiiiiie e 11
3.4.2 Evolugcéo e Fundamentos da DiSSOIUGEO ..........cuuviiieeiieeiiiiiiieee e 12
3.4.3 Desenvolvimento de um meétodo diSSOIUGED ..........uuvveiriiiieiiiiie e 14
3.4.4 Perfis de DISSOIUGAO........cciiiiiiiie ittt 15
3.4.5 Equipamento de DiSSOIUGEO......ccuceiii ittt 17

35 Fatores que interferem Na DISSOIUGEO .........coiiiiiiiiiiiiii e 19
3.5.1 Fatores associados com as propriedades fisico-quimicas do farmaco.............. 19
3.5.2 Fatores relacionados com o0 ensaio de diSSOIUGEO ...........cccuvviieeieiiiiiiiiiiiieeeee, 23
3.5.3 Fatores relacionados com a Forma Farmac@utiCa.............covcveverririreeniineeennine 25

3.6 Sistema de Classificacao BiofarmacClutiCa ...........cccuvveiriieeeiiiiiiiieee e 25
3.7 MEtod0OS CroMAtOGIATICOS . .cuvveiieiiiiiie ittt 26
3.7.1 Método de analise de amMOSIIAS .......c.ceeiiieiiiiiiiie et 26
3.7.2 CromMAatOGrafia.....ccoioueeie it 26

3.8 Validag@o do MEtodo analitiCo .........cocuueiiiiiiiiieii e 28
3.8.1 ESPECIfICIAAAR ... 29
3.8.2 Gama de trabalNo..........ocuiiiii 30
3.8.3 [T a 1= Y= g To P To = TR PR 30
3.84 PIrECISEO ....ee ittt 30
3.85 e 11T f- Lo T PO PP OO P PP PP PTPPPPP 31

X1



3.8.6 Estabilidade das SOIUGBES .........cuveeeiiiiiiiiiii e 31

4.  Metodologia eXPErMENTAl .........ccoiiiiiiiiiii e e s e e e e e s s e e e e e e e s aannnes 33
4.1 ComposiGa0o da FOrmMuUIAGEOD tESTE.......coiviiieiiiiee et 34
4.2 REAGENIES ... e 34
4.3 IMIBEETTAS ...ttt ettt e s e e E e e s et e e n e 34
4.4 EQUIPAIMENTOS. ...ttt et e e e e et e e e e 35
4.5 =3 0o o [0 1= TP PP RN 35

45.1 MELOAO dE DiSSOIUGAD .........eeveieeeeeee e s cctiiee e e e e e s st e e e e e s s e e e e e e s arnraeeeeaeeeas 35
452 MELOUO dE DOSEAMENTO .....eeiuviiiiiieritee et ettt e sttt et e et e e eesnne e s sbeeesnneeans 40
45.3 Validacdo do Método Analitico para os estudos dos Perfis de Dissolugéo ........ 42

5. Apresentacdo e DiScuss80 de ReSUltadOs ..........cooooiiiiiiiiiiiiiieiiin e 45

5.1 Resultados da Validagdo do método analitiCo ..........ccovcvvveiiiiiii i 45
51.1 ESPECIfICIHAAR ..ot 45
51.2 Linearidade e Gama de Trabalno..........cc.cooiiiiiiiiiii e a7
5.1.3 PIrECISEO ...ttt 49
514 e 11T I- Lo TR PP PT PR 51
5.15 Estabilidade das SOIUGBES ..........coiiiiiiiiiiie e 52

5.2 Resultados da Comparacéo de Perfis de DiSSOIUGEO0............eeeveeiiiiiiiiiiiiiieeieiiiieeee, 53
5.2.1 Meio de dissoluc8o: HCI 0,IN PH 1,2 .....oeiiiiiiiiiiiiiiie e 53
5.2.2 Meio de Dissolucdo: Tampao Acetato pH 4,5......ccveviiiiiieii e 56
5.2.3 Meio de Dissolu¢éo: Tampdao Fosfato de Potdssio pH 6,8 .......cccccoevviivvvienneeennn. 60

6. CONCIUSEO. ... eeeii ittt ettt et s et s e e e e s 67

Refer@ncias BibOGrAfICAS ........oiiuiiiiiiiiii e 69

XV



indice de Figuras

Figura 2.1 - Distribuigéo das diferentes formas de produto ..............ocveeeiiiieieniiiiee e 4
Figura 3.1 - Estrutura quimica da Hidroclorotiazida [23].........ccoceeeiiieiiiriniiee e 9
Figura 3.2 - Representacéo do comprimido TEL/HCTZ [32] ...cccuvveeeiiiieiieiiiieee e 10
Figura 3.3 - Diagrama ilustrativo do processo de dissolucao do farmaco [78]...........ccccvvveeeennn. 12
Figura 3.4 - Aparelho de Dissolugcdo com cestos de rede (dimensdo em mm) [51] .......cccce....... 19
Figura 3.5 - Representacdo do Equipamento HPLC ..........oveiiiiiiiiiieeee e 27
Figura 4.1 - Balanca Micro Analitica onde se efetuam as pesagens dos padrdes..................... 37

Figura 4.2 - Fase da recolha das amostras do aparelho de dissolucéo, ao longo dos tempos e

FESPELIVA TIIETAGEIM ..ot e bbb e e et e e e e 37
Figura 4.3 - Fase de diluicdo das amostras dos véarios tempos de recolha...........cccocvveeerneneen. 38
Figura 4.4 - ComprimidoS PUIVENZAAOS .........ceeviiiiiiiiiiiiiieiieieeiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeseeseesassssresaresenenerene 41
Figura 4.5 - Amostras a serem Centrifugadas ..........uvuvieieiiiiiiiiiiiiieieieieeeeeeeeeeereeeeeeeeeeerererererere—... 41
Figura 5.1 - Cromatograma Correspondente a Fase MOVEI .........cccccceeveeiiiiiiiiiicicc e, 45
Figura 5.2 - Cromatograma Correspondente ao Meio de Dissolu¢cdo de HCTZ pH 1,2............. 45
Figura 5.3 - Cromatograma Correspondente ao SOIVENte A ..........oooiiiiiiiiiiiieiiiie e 46
Figura 5.4 - Cromatograma Correspondente & Solugao Placebo...........ccocvvveiiiiiiiiiiiiceniieen, 46

Figura 5.5 - Cromatograma Correspondente a Solugédo Padréo 80/25 mg TEL/HCTZ pH 1,2..46
Figura 5.6 - Cromatograma Correspondente a Solugdo Amostra 80/25 mg TEL/HCTZ pH 1,2 47
Figura 5.7 - Reta de Calibracdo da Hidroclorotiazida .............ccouiuviiiiiiiiiiiiiiiiiceee e 48
Figura 5.8 - DiStribUIGE0 RESIAUAL .......ccciiiiiiiiiiiiiiee e 48
Figura 5.9 - Perfil de Dissolugdo HCTZ pH 1,2 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/25 mg
I =1 O 174 PP PRP SRR 54
Figura 5.10 - Perfil de Dissolugdo HCTZ pH 1,2 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/12,5 mg
LI =2 [ 172 SO ERR 55
Figura 5.11 - Perfil de Dissolugdo HCTZ pH 1,2 dos trés lotes teste e o de referéncia (40/12,5 mg
LI =2 [ 172 SO ERR 56
Figura 5.12 - Perfil de Dissolu¢do HCTZ pH 4,5 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/25 mg
I =1 [ 174 PRSP STPRR 57
Figura 5.13 - Perfil de Dissolugdo HCTZ pH 4,5 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/12,5 mg
LI =2 [ 172 SO 58
Figura 5.14 - Perfil de Dissolugdo HCTZ pH 4,5 dos trés lotes teste e o de referéncia (40/12,5 mg
LI =T O 74 OO 60
Figura 5.15 - Perfil de Dissolucdo HCTZ pH 6,8 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/25 mg
I =1 [ 174 PRSP STPRR 61
Figura 5.16 - Perfil de Dissolu¢do HCTZ pH 6,8 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/12,5 mg
I =1 [ 174 PRSP STPRR 62
Figura 5.17 - Perfil de Dissolugdo HCTZ pH 6,8 dos trés lotes teste e o de referéncia (40/12,5 mg
LI =1 [ 174 PP PRPPR 64

XV


file:///C:/Users/Catia_Patricio/Google%20Drive/Tese/Escrita/Tese_Cátia_22%20Setembro.docx%23_Toc462364669
file:///C:/Users/Catia_Patricio/Google%20Drive/Tese/Escrita/Tese_Cátia_22%20Setembro.docx%23_Toc462364670

XVI



indice de Tabelas

|
Tabela 3.1 - Solubilidade das SUDStANCIAS [S1]....cccicvuriiiiiriiieeiiiiee et 20

Tabela 3.2 - Excipientes utilizados na formulacdo do medicamento teste e de referéncia......... 22

Tabela 3.3 - Valores Médios de pH em Humanos Saudaveis em Jejum/Apos Alimentacéo ao

longo do Trato GastroiNteStiNal [60] .........uveeeeiiiiiiiieieee e e s e e e s s e e e s e e e e s e snnraneees 23
Tabela 3.4 - Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica [35]........ceveeeviiiiiiiiiriieeeiiiiiiireeeee e 25
Tabela 3.5 - Procedimentos necessarios para a validacdo de um método analitico [81]........... 29
Tabela 4.1 - Lotes analisados NESLE @STUAD .........ooiuuiiiiiiie et 33
Tabela 4.2 - Composicdo do Comprimido TEL/HCTZ ........cooiiiiiiiiiiiiie e 34
Tabela 4.3 - Condi¢6es experimentais do ensaio de diSSOIUGAO ..........ocuvvvieeieeiiiiiiiiiieeee e 35
Tabela 4.4 - Modo de preparacdo dos Meios de DiSSOIUGEO ........ccvveeviiiiiiiiiiiee i 38
Tabela 4.5 - Gradiente das Fases Moéveis A e B e respetivo fluxo (ml/min)..........cccccceeeeeininns 39
Tabela 4.6 - Gradiente FASE MOVEL.........ocuuiiiiiiiiie ettt staee e st e e s sbaeeesanes 41

Tabela 4.7 - Niveis de Concentracdo para o estudo da Linearidade (formulagdo 80/25 mg

B I L [ 172 SRR 42
Tabela 4.8 - Niveis de Concentracéo para 0 Estudo de EXatid80 ..........cccvveeveeeiiiiiiiienniee i, 44
Tabela 5.1 - Concentracdo do Padrdo e respetiva RESPOSIA ........cocuveeiiiiiiieeiiiiiiee e 47
Tabela 5.2 - Resultados do ensaio de Linearidade (80/25mg TEL/HCTZ)......cccceevviiveeiiiineennns 48
Tabela 5.3 - Resultados obtidos no ensaio de Repetibilidade do Equipamento ..............cccc...e. 49
Tabela 5.4 - Repetibilidade do Método para 80/25mg TEL/HCTZ.........cccovveeeeeeiiiiiiiiiieece e, 50
Tabela 5.5 - Repetibilidade do Método para 40/12,5 mg TEL/HCTZ........cccceeeeeviiiiiiiieeeeeeeees 50
Tabela 5.6 - Precisado Intermédia do ensaio para 80/25mg TEL/HCTZ......cccceeevvviiiiiieeeeeeiiiinns 51
Tabela 5.7 - Precisao Intermédia do ensaio para 40/12,5mg TEL/HCTZ.........ccooovvivieeeeeeiiinns 51
Tabela 5.8 - Resultados para 0 ensaio de EXatidA0 .........ceeeiieiviiiiieeeisiiiieeee e 52

Tabela 5.9 - Resumo dos resultados obtidos para o ensaio de estabilidade da Hidroclorotiazida

Tabela 5.11 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem 80/12,5 mg em pH 1,2.55
Tabela 5.12 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 40/12,5 mg em pH 1,2;

..................................................................................................................................................... 56
Tabela 5.13 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem 80/25 mg em pH 4,5 .... 57
Tabela 5.14 - Determinacao do fator de similaridade 80/25 mg (TEL/HCTZ), pH 4,5................ 57

Tabela 5.15 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem 80/12,5 mg em pH 4,5.58
Tabela 5.16 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 40/12,5 mg em pH 4,5;

..................................................................................................................................................... 59
Tabela 5.17 - Determinagé&o do fator de similaridade 40/12,5 mg (TEL/HCTZ), pH 4,5............. 60
Tabela 5.18 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 80/25 mg em pH 6,8;
..................................................................................................................................................... 61
Tabela 5.19 - Determinacéo do fator de similaridade 80/25 mg (TEL/HCTZ), pH 6,8................ 61

XVII



Tabela 5.20 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 80/12,5 mg em pH 6,8;

..................................................................................................................................................... 62
Tabela 5.21 - Determinacéo do fator de similaridade 80/12,5 mg (TEL/HCTZ), pH 6,8............. 63
Tabela 5.22 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 40/12,5 mg em pH 6,8;
..................................................................................................................................................... 63
Tabela 5.23 - Determinagao do fator de similaridade 40/12,5 mg (TEL/HCTZ) — pH 6,8........... 64

XVII



indice de equacbes

o [U = Tor= o e 25t R OO PO TP RO PP PPROPPPPN 13
EQUAGEID 3.2 .ttt e e e e h b e e e n e e s aanne e s 13
o [U = Tor= o e i SO ST PP OPPPPROPPPPN 13
0 U= o= T T 0 PPt 13
0 U= Vo= T T T8 PPt 14
Equacao 3.6 Fator de diferENCa.........cuiieeiiiiiiiiiiie e e e e e s s e e e e e a e e e 16
Equacéo 3.7 Fator de Similaridade ...........oceeiiiiiiiiiiiii e 17
Equacéo 3.8 Equagdo Henderson-Hasselback ... 20
EQUAGEAID 3.9 .ttt e e b e e h b e e e aannee s 31
EQUAGA0 4.1 %0 DISSOIVIH@. ....cciiiiiiiiiiiiii ettt 39
=0 U= Tor= Lo I ST PP PP T OPPPPPPPPN 42

XIX



XX



Abreviaturas e Simbolos

AIM
API
BCS
BD/BE
CIvVIv
DP
EMA
FDA
HCTZ
HPLC
1&D
ICH
RAS
RSD
RSD
SFX
TEL
TGl
TR
UspP

Autorizacao de Introducdo no Mercado

Active Pharmaceutical Ingredient/ Substancia Ativa

Biopharmaceutics Classification System/Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
Biodisponibilidade/Bioequivaléncia

Correlagéo in vitro — in vivo

Desvio Padréo

European Medicines Agency/Agéncia Europeia de Medicamentos

Food and Drug Administration

Hidroclorotiazida

High-Perfomance Liquid Chromatography/ Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Investigag&o e Desenvolvimento

International Conference on Harmonization

Sistema Renina Angiotensina

Relative Standard Deviation/Desvio Padrao Relativo

Relative Standard Deviation/Desvio Padréo Relativo

Sofarimex

Telmisartan

Trato Gastrointestinal

Tempo de Retencéo

United States Pharmacopeia/Farmacopeia dos Estados Unidos

XXI



XXl



1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVO

A substancia ativa em estudo, hidroclorotiazida, esta presente na formulacdo do medicamento
genérico, baseado no medicamento de referéncia Micardis Plus®. Este € um medicamento que
visa o tratamento da hipertenséo arterial, uma das principais doencas que afetam a populagéo
mundial.

Um genérico € um medicamento idéntico, ou bioequivalente, a um medicamento inovador, em
relacdo a forma farmacéutica (comprimido, capsulas, suspensdes orais, entre outros),
seguranca, dosagem, via de administracéo, qualidade, eficicia e propdsito [1]. Atualmente cerca
de metade dos medicamentos no mercado podem ser substituidos por um produto genérico [2].
A sua principal vantagem reside no preco reduzido a que sdo comercializados. Tal é possivel
uma vez que, os genéricos ndo implicam custos de investigacdo e desenvolvimento tdo elevados,
pois sdo desenvolvidos com base nas formulagbes de produtos inovadores cujas patentes
expiraram e néo precisam de demonstrar a eficacia clinica [3].

Com o aumento da disponibilidade e uso de medicamentos genéricos a comunidade cientifica é
confrontada com uma crescente variedade de produtos, relativamente aos quais se torna
necessario estudar a sua bioequivaléncia face aos produtos inovadores [4]. Os ensaios de
biodisponibilidade e bioequivaléncia (BD/BE) séo realizados em individuos saudaveis, e sdo uma
ferramenta fundamental na avaliacdo de um medicamento genérico, uma vez que demonstram
a sua equivaléncia em relacdo ao medicamento de referéncia. De acordo com o INFARMED,
dois medicamentos s&o bioequivalentes se sdo equivalentes farmacéuticos e se as suas
biodisponibilidades, ap6s a administracdo na mesma dose molar, séo tdo semelhantes que os
seus efeitos, tanto no que diz respeito a sua eficacia como a sua seguranga, serdo
essencialmente os mesmos [5].

Sao realizados testes de dissolucdo in vitro antes de submeter os farmacos a um estudo de
BD/BE, pois a partir destes consegue-se fazer uma previsdo do desempenho in vivo do farmaco,
e sdo um indicador da disponibilidade fisiologica do mesmo [6].

O objetivo da presente dissertacdo subdivide-se pelos seguintes pontos:

1) Validar um método analitico de dissolugdo que permita quantificar, por cromatografia
liguida de alta eficiéncia, a substancia ativa hidroclorotiazida em ensaios dissolugéo de
multiplos pontos, com vista a ser utilizado no desenvolvimento do medicamento genérico
de Telmisartan + Hidroclorotiazida na forma de comprimido.

2) Estudar os perfis de dissolucéo de trés lotes teste e de um lote do medicamento de
referéncia Micardis Plus® para cada uma das dosagens de TEL/HCTZ (80/25 mg,
80/12,5 mg e 40/12,5 mg), em diferentes meios de dissolucdo de forma a avaliar a
consisténcia e homogeneidade dos lotes produzidos.

3) Avaliar a similaridade in vitro entre os lotes do medicamento teste e o de referéncia

para cada uma das dosagens em estudo e nos diferentes meios de dissolucéo.



4) Escolhado lote da maior dosagem (80/25 mg TEL/HCTZ) para ser utilizado num estudo

in vivo (estudo de bioequivaléncia)

N&o obstante o facto de o comprimido ter presente as duas substancias ativas, devido as
diferencas existentes entre elas, ndo é possivel quantificar simultaneamente ambas as
moléculas, pelo que a validacdo e os respetivos estudos de dissolucdo tém de ser feitos
separadamente.

O método utilizado e a validar esta descrito na farmacopeia dos Estados Unidos (USP). Os
parametros considerados durante a validacdo sdo a especificidade, linearidade (gama de
trabalho), preciséo (repetibilidade e precisado intermédia) e exatiddo, que sao avaliados segundo
a norma “Validation of analytical procedures: Definitions and Terminology”. Foi ainda avaliada a
estabilidade da substancia ativa em estudo, a fim de determinar as condi¢cfes ideais de
armazenamento das solugfes e o tempo maximo em que estas podem ser armazenadas até

serem analisadas sem que haja degradacdo das mesmas.



2 . GRUPO AZEVEDOS

A existéncia dos Azevedos ja conta com mais de dois séculos com uma trajetdria totalmente
dedicada ao servigo da medicina. Desde o inicio da década de 90 que os Azevedos procuram a
internacionalizacdo como um objetivo estratégico para o seu desenvolvimento e a sua presenca
estende-se em mais de 40 mercados internacionais: Europa, Médio Oriente, Africa, Asia e todo
0 continente americano.

Um passo determinante para a evolucao do Grupo Azevedos foi 0 seu compromisso em 1&D. O
resultado da investigagdo e desenvolvimento continuo de conhecimentos permite explorar novas
oportunidades. Esta area relevante de intervengéo resulta em encontrar novas perspetivas, um
caminho que permite uma melhoria constante em produtos e servigcos com a marca Azevedos.
Dos marcos mais importantes do grupo Azevedos conta-se com 0 aparecimento do primeiro
medicamento em Portugal e a participa¢do no prémio nobel da medicina atribuido ao professor

Egas Moniz.

2.1 Sofarimex

Como opcdo de estratégia, a atividade foi divida em segmentos, com vista a produgdo de um
grupo de empresas e unidades funcionais correspondentes de uma forma especializada e com
elevados padrées de competitividade. Inaugurada em 1994, a Sofarimex é uma empresa do
Grupo Azevedos que se dedica ao fabrico de produtos farmacéuticos, constituida inicialmente
com 60% do capital social pertencente aos Laboratérios Azevedos, e 40% pertencente ao grupo
francés Sanofi — Aventis. Dotada de um nivel tecnoldgico avancado, a Sofarimex é especialista
na producdo farmacéutica de pequenas e médias séries a escala europeia. Esta fabrica possui
grande flexibilidade produtiva produzindo vérias formas farmacéuticas nomeadamente, sélidos
(p6s, granulados, comprimidos, comprimidos revestidos, drageias e capsulas), liquidos (xaropes,
solugdes, suspensoes e solutos), pastosos (pomadas e cremes) e estéreis (liquidos de pequeno
volume preparados assepticamente e liofilizados). A Sofarimex foi inicialmente criada para uma
capacidade total de 30 milhdes de unidades de produto acabado a um turno. Assim, a Sofarimex
consegue responder a novas necessidades do mercado sem se alterar 0os conceitos base da sua
concecgdo, uma vez que para tal basta alargar o periodo de funcionamento da fabrica e/ou
substituir os atuais equipamentos por outros de maior capacidade produtiva. A enorme
flexibilidade de produgéo possibilita o fabrico de inmeras dimensfes de lotes em todas as

formas, de mais de 650 produtos diferentes, distribuidos da seguinte maneira (Figura 2.1):
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Figura 2.1 - Distribuicdo das diferentes formas de produto

A organizacédo da fabrica possui uma estrutura extremamente especializada, pois dispée de um
elevado numero de licenciados e mestres nas diferentes funcdes chave da empresa. Essa
estrutura € sustentada por um sistema integrado de gestéo e informacéo.
A concecao das instalacdes, infraestruturas e a organizagéo do sistema integrado de Gestéo,
permitem todas elas assegurar uma produc¢éo farmacéutica no cumprimento do Guia para o Bom
Fabrico de Medicamentos (EUDRALEX Volume 4) e restante legislacao aplicavel.
E também um objetivo para a empresa, através da enumeracio de potenciais focos de poluicéo,
prevenir atempadamente os seus efeitos adversos e tomar as necessarias medidas corretivas.
Sao realizadas inspecfes periddicas por parte das entidades oficiais de salde e da indUstria. A
sua atividade esté sujeita a supervisdo da Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de
Saude |.P (INFARMED) que certifica 0 cumprimento das Boas Praticas de Fabrico e autoriza o
fabrico de medicamentos para o0 uso humano e da Direcdo Geral de Alimentacéo e Veterinaria
(DGAV) que autentica o cumprimento das Boas Praticas de Fabrico e autoriza o fabrico de
medicamentos veterinarios.
As demais autorizagdes sdo geridas de acordo com os procedimentos internos:

= SGO01, Controlo dos documentos;

= SGO02, Controlo de requisitos legais e outros documentos de origem exterior (Qualidade,

Ambiente, Seguranca)

Sendo sujeitas a avaliagdo perioddica da conformidade legal.



3. REVISAO TEORICA

3.1 Medicamentos Genéricos

A grande maioria dos paises Europeus pretendem assegurar niveis de cuidados de saude
minimos e ao alcance de toda a populagdo. O envelhecimento da populacdo € um dos maiores
desafios sociais e econémicos na Europa, resultante da baixa taxa de natalidade. O
aparecimento de doencas cronicas, nomeadamente doengas cardiovasculares, diabetes e asma,
esta diretamente relacionado com o envelhecimento da populacdo. Por outro lado, a crise
econdmica que se faz sentir por toda a Europa tem um efeito significativo no crescimento da
despesa farmacéutica, o qual implica também uma urgéncia em retificar esta situacédo. Perante
este cenario, onde a procura de medicamentos e cuidados de salde é cada vez maior e ha
necessidade de diminuir a despesa farmacéutica, a Europa precisa de encontrar solucdes
eficazes, que permitam fazer frente a estes obstaculos [7].

Assim, o aparecimento de medicamentos genéricos surge como recurso aos desafios que sdo
mencionados acima. Os genéricos desempenham um papel na diminuicdo de custos em
cuidados de saude para a populagéo, pois ndo incorporam no preco as despesas de investigagao
e desenvolvimento, sendo que por isso apresentam precos significativamente mais baixos do
que os medicamentos inovadores. Por outro lado, a legislacéo obriga a que no momento em que
os medicamentos genéricos chegam ao mercado, estes tenham de ser 20-35% mais baratos que
0 medicamento original, aumentando a competicdo no mercado farmacéutico [8].

Apesar da producao constante de novos produtos, tem-se assistido também a um aumento de
patentes em fase de expiracéo, o que implica o aparecimento de mais medicamentos genéricos
[7,9].

3.1.1 Genéricos na Unido Europeia

Segundo a diretiva 2004/27/CE do parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Marco de 2004
medicamento genérico é definido como “um medicamento com a mesma composi¢ao qualitativa
e quantitativa em substancias ativas, a mesma forma farmacéutica que o medicamento de
referéncia e cuja bioequivaléncia com este Ultimo tenha sido demonstrada por estudos
adequados de biodisponibilidade. Os diferentes sais, ésteres, éteres, isomeros, misturas de
isébmeros, complexos ou derivados de uma substancia ativa sdo considerados uma mesma
substancia ativa, a menos que difiram significativamente em propriedades relacionadas com a
seguranca e/ou eficacia, caso em que o requerente deve fornecer dados suplementares
destinados a fornecer provas da seguranca e/ou da eficacia dos varios sais, ésteres ou derivados
de uma substancia ativa autorizada. As diferentes formas farmacéuticas orais de libertacédo

imediata sdo consideradas como uma mesma forma farmacéutica. O requerente pode ser



dispensado de apresentacdo dos estudos de biodisponibilidade, se puder demonstrar que o
medicamento genérico satisfaz os critérios pertinentes definidos nas diretrizes pormenorizadas

na matéria [10].”

3.1.2 Genéricos em Portugal

O Decreto-Lei n.°176/2006, de 30 de Agosto transpde esta definicdo para o contexto nacional,
definindo medicamento genérico como “ um medicamento com a mesma composi¢ao qualitativa
e quantitativa em substancias ativas, a mesma forma farmacéutica e cuja bioequivaléncia com o
medicamento de referéncia haja sido demonstrada por estudos de biodisponibilidade
apropriados”. O mesmo decreto de lei no artigo 19°, explica que medicamentos genéricos podem
ser comercializados se [11]:

a) 10 anos apéds a autorizacdo inicial do medicamento de referéncia, concedida a nivel
nacional ou comunitario;

b) 11 anos apés a autorizacao inicial do medicamento de referéncia, caso, nos primeiros
oito dos 10 anos, o titular da autorizacdo de introducdo no mercado do medicamento de
referéncia tenha obtido uma autorizacdo para uma ou mais indicagbes terapéuticas
novas que, na avaliagdo cientifica prévia a sua autorizagdo, se considere trazerem um
beneficio clinico significativo face as terapéuticas até ai existentes.

E definido como medicamento de referéncia (ou inovador) “medicamento que foi autorizado com
base em documentag¢édo completa, incluindo resultados de ensaios farmacéuticos, pré-clinicos e
clinicos” [11]. Os medicamentos de referéncia s@o habitualmente inovadores para um
determinado efeito terapéutico, estes tém elevados custos de investimento por parte da inddstria
farmacéutica. Desta forma, estes medicamentos devem beneficiar da protecdo intelectual
através de patentes e certificados complementares de prote¢éo, durante um longo periodo de
tempo, normalmente 20 anos, em que comercializam o medicamento em exclusividade [12].

Para que um medicamento seja comercializado em Portugal é necessario que o INFARMED,
I.P., a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) e a Comissdo Europeia (CE) conceda uma

Autorizacéo de Introdug&o no Mercado (AIM) [3].

3.2 Biodisponibilidade e Bioequivaléncia

Os ensaios e conceitos de biodisponibilidade e bioequivaléncia séo alvo de grande importancia
pois, demonstram a equivaléncia entre 0 medicamento genérico e o0 medicamento de referéncia.
A Autorizacao de Introducdo de um medicamento genérico no mercado (AIM) s6 é aprovada
guando os paraAmetros farmacocinéticos, Cmax € AUC do medicamento genérico sdo equiparaveis
aos do medicamento de referéncia e os resultados dos estudos de bioequivaléncia forem
demonstrados com sucesso. Para além disso, tem que se demonstrar que os excipientes bem

como o processo de producdo ndo influenciam negativamente a seguranga e a eficacia do



produto, e tem que haver uma relagéo positiva de risco-beneficio. Pode ser considerado que os

estudos de hiodisponibilidade sdo inUmeras vezes a base da aprovacéo da AIM [12,13].

A biodisponibilidade é um termo farmacocinético que define a quantidade e velocidade com
que a substancia ativa é absorvida no trato gastrointestinal e se torna disponivel no local de ac¢éo,
por comparagdo a forma farmacéutica de referéncia. Para que esta consiga ser absorvida,
existem trés fases importantes: a desagregacéo da forma farmacéutica; a dissolugéo do farmaco
nos fluidos biolégicos do local de absorgédo e a absorgao do farmaco através das membranas do
TGI. A dissolucdo do farmaco é considerado o parametro mais sensivel in vitro que se
correlaciona com a biodisponibilidade, uma vez que antes de ser absorvido este tem de ser
dissolvido na solugéo e a velocidade a que a substancia se dissolve muitas vezes determina a
quantidade e/ou a velocidade da absorc¢éao [4].

Quando se verifica que dois medicamentos apresentam a mesma biodisponibilidade no
organismo, entdo a sua eficicia clinica é considerada semelhante. A biodisponibilidade é
determinada por pardmetros farmacocinéticos calculados a partir da &rea sob a curva de
concentracao plasmatica vs tempo (AUC), pico de concentracdo plasmatica (Cmax) €, 0 tempo

para se atingir a concentragéo plasméatica maxima (Tmax) [12].

A bioequivaléncia permite comparar a biodisponibilidade entre o medicamento de referéncia
e 0 medicamento genérico e assegurar que, quando administrada a mesma dosagem, estes sdo
equivalentes a nivel terapéutico [12]. Dois produtos que contém a mesma substancia ativa sdo
considerados bioequivalentes se forem equivalentes farmacéuticos (se contiverem a mesma
guantidade da mesma substancia ativa na mesma forma farmacéutica) ou alternativos
farmacéuticos (se contiverem diferentes sais, ésteres, éteres, isébmeros, misturas de isémeros,
complexos ou derivados ou que difiram na forma farmacéutica ou dosagem) e que apresentem

a mesma biodisponibilidade [14].

Substituicdo de medicamentos de referéncia por genéricos

Existem algumas duvidas em relacdo a substituicdo dos medicamentos de referéncia por
genéricos, quando se tratam de medicamentos com baixo indice terapéutico (limite entre a dose
ideal de acéo e a dose tdxica). Basta que exista uma ligeira diferenca na concentragéo deste tipo
de medicamentos, para ter um impacto significativo na seguranca e na eficacia, exemplos desse
tipo de medicamentos sdo os antiarritmicos, antiepiléticos, imunossupressores. Neste tipo de
situacdes deve haver uma maior supervisdo no controlo da quantidade de substancia no sangue
e/ou da resposta terapéutica.

Apesar disso, quando se inicia um tratamento os critérios de bioequivaléncia garantem que
grande parte dos genéricos sao terapeuticamente equivalentes. Excluindo o facto de se tratar de

um medicamento de dose critica, o grande motivo para optar pelo medicamento de referéncia ou



0 genérico passa pela questao do genérico praticar pre¢cos mais baixos, e para além disso pode
existir uma preferéncia por parte do doente na escolha do medicamento [12].
Foi estudado e publicado por Kesselheim et al., que a utilizacdo de medicamentos genéricos no

tratamento de doencas é favoravel e eficaz [15].

3.3 Medicamentos Genéricos na prevencdao da hipertenséao

Hipertenséo

Estima-se que um bili&o da populagédo mundial sofre de hipertenséo, sendo que existe uma maior
prevaléncia desta doenca na Europa [16]. Cerca de dois tercos da populacdo sdo tratados
incorretamente e quando a hipertensdo ndo € controlada e tratada pode aumentar o risco de
doengas cardiovasculares, nomeadamente o enfarte do miocéardio, provocar a insuficiéncia
cardiaca, AVC e doencas renais. A hipertensao € entdo uma das maiores causas da mortalidade
humana. Este facto, levou ao desenvolvimento de medicamentos com caracteristicas de
vasodilatadores cada vez mais complexos e especificos [16-18]. Quando o tratamento da
hipertensdo ndo é eficaz, normalmente o que se faz é aumentar a dosagem do agente
hipertensivo, ou adicionar outra substancia ativa ou mudar de agente terapéutico [17]. Em muitos
casos, a falta de capacidade de conseguir baixar a presséo arterial pode ser atribuido ao uso de
monoterapia anti-hipertensiva [19].

Desta forma, para o tratamento da hipertensdo € cada vez mais recorrente a utilizacdo da
associacdo de diferentes classes de anti-hipertensores. O crescente interesse no
desenvolvimento de combina¢des de duas ou mais substancias ativas (API), numa Unica forma
de dosagem deve-se ao facto da terapia de combinagéo incitar a utilizacdo de dosagens
menores, evitar 0 contacto direto das duas substancias incompativeis e assim maximizar a
efichcia [20]. O medicamento em estudo trata-se da associagdo de um anti hipertensor
(Telmisartan) com um diurético (Hidroclorotiazida), que por serem duas substancias
incompativeis sdo formuladas num comprimido bicamada, para minimizar o contacto entre as
substancias. Apesar do medicamento ser constituido por duas substancias ativas, o presente

trabalho vai-se focar exclusivamente na hidroclorotiazida.

3.3.1 Hidroclorotiazida

A Hidroclorotiazida é um medicamento pertence a classe de medicamentos denominados de
diuréticos, destinado ao tratamento da hipertensdo arterial, quer isoladamente ou em associacao
com outros farmacos anti-hipertensivos. Pode ainda ser utilizado no tratamento dos edemas de

origem cardiaca, renal e hepética [21].



Propriedades Fisico Quimicas

A Hidroclorotiazida designada quimicamente por 6-Cloro-1,1-dioxi-3,4-dihidro-2H-1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida, tem como formula molecular C7HsCIN3O4S2 e massa molecular
correspondente de 297,74 g/mol. Na figura seguinte encontra-se representada a sua estrutura
quimica [22].
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Figura 3.1 - Estrutura quimica da Hidroclorotiazida [23]

A Hidroclorotiazida apresenta-se como um pé cristalino branco ou quase branco livre de
contaminantes visiveis, praticamente inodoro e ndo tem centros assimétricos. Apresenta uma
densidade de 1,693 g/cm3 com um ponto de fusdo que varia entre 273-275 °C. Em relagdo a
solubilidade, a hidroclorotiazida € pouco solavel em &gua (722 mg/L a 25°C), é ligeiramente
solavel em etanol (96%) e em acetona. Dissolve-se em solugdes diluidas de hidroxidos alcalinos.
A HCTZ é insoluvel em éter, cloroférmio e &cidos minerais diluidos. A molécula de
hidroclorotiazida apresenta duas constantes de dissociacdo, pKa:= 8,6 e pKaz = 9,9 e um
coeficiente de particdo LogP (octanol / agua) de -0.07 [22, 24, 25].

Propriedades Farmacocinéticas

ApOs a administracdo oral, a HCTZ apresenta uma biodisponibilidade de cerca de 70%. O pico
das concentrag8es plasmaticas €, normalmente, observado ao fim de 2 a 5 horas. A semi-vida
de eliminacao é de, aproximadamente, 6-8 horas com uma funcao renal normal. A taxa de ligagéo
as proteinas plasmaéticas da hidroclorotiazida € de 64% e o volume de distribuicéo relativo € de
0,5a1,1/kg [26]

Mecanismo de acéo

Diuréticos tiazidicos

Os diuréticos tiazidicos sdo muito utilizados no tratamento da hipertensdo sendo a
hidroclorotiazida um exemplo de substancia que pertence a este grupo. Estudos feitos tém
demonstrado que a hidroclorotiazida pode reduzir a mortalidade causada pela hipertensao, quer

seja utilizada isoladamente (monodosagem) ou em combinagdo com outra substancia ativa,



como por exemplo com substancias com um comportamento de B-bloqueador, com inibidores de
enzimas conversoras da angiotensina, com antagonistas do calcio e com antagonistas dos
recetores da angiotensina, homeadamente o telmisartan [27]. O mecanismo do efeito anti-
hipertensor dos diuréticos tiazidicos nao é totalmente conhecido. No entanto, sabe-se que as
tiazidas interferem com os mecanismos tubulares renais de reabsorcdo dos eletrolitos,
aumentando diretamente a excregdo de sodio e de cloro em quantidades aproximadamente
equivalentes, e consequentemente de agua [21, 28, 29].

A acdo diurética direta da hidroclorotiazida reduz o volume plasmatico e este facto origina a
ativacdo do sistema renina angiotensina (RAS) que aumenta a secre¢do da aldosterona, com
aumentos consequentes de potassio urinario. Com o aumento dos niveis de angiotensina I,
provocados pela ligagdo da renina-aldosterona, causam a vasoconstricio e promovem a
retencdo de 4gua e sédio, que sdo efeitos que se opdem diretamente ao objetivo dos anti

hipertensivos do diurético [28, 30, 31].
Telmisartan/Hidroclorotiazida comprimido

Devido aos efeitos descritos dos tratamentos com hidroclorotiazida em monoterapia, justifica a
sua associagéo a outro tipo de anti-hipertensores. Desta forma, a associacdo a substancia ativa
telmisartan, que se trata de um antagonista dos recetores de angiotensina ll, para além de reduzir
a pressao arterial pelo seu mecanismo préprio, tende igualmente a reverter a perda de potassio
associado aos diuréticos tiazidicos [28]. Foi também observado em estudos que a tolerancia do
antagonista do recetor de angiotensina Il ndo ¢é afetada pela associagao de tiazidas em baixas
dosagens [17].

Em suma, a associagdo das substéncias ativas telmisartan e hidroclorotiazida, tém um efeito
aditivo que permite uma maior reducao da presséao arterial face a que se conseguiria atingir se
se tomasse cada um dos medicamentos isoladamente, sendo bastante eficazes no tratamento
da hipertensao [17].

TEL

HCTZ

Figura 3.2 - Representacédo do comprimido TEL/HCTZ [32]

3.4 Testes de Dissolucéao

A utilizacdo de formas farmacéuticas orais em comprimidos ou capsulas é a forma mais

recorrente para o tratamento eficiente de doencas [33]. Apds a toma oral do medicamento, a
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absorcdo do farmaco depende da libertacdo do mesmo a partir da sua forma farmacéutica, da
dissolucdo ou solubilizacdo da substancia ativa nos fluidos biolégicos sob determinadas
condicdes fisioldgicas e da permeabilidade da substancia ao longo do trato gastrointestinal [34].
Face a natureza critica das duas primeiras etapas, os testes de dissolucao sédo importantes pois
permitem prever o comportamento que a substancia tera quando for administrada in vivo [34].
Os testes de dissolugdo sédo assim uma ferramenta importante ha monotorizacdo dos processos
de fabrico, como controlo de qualidade e também para avaliar a consisténcia entre varios lotes
do mesmo produto [14,35-37]. Estes testes comecaram a ser desenvolvidos para farmacos
contidos em formas farmacéuticas sélidas de uso oral de libertacdo imediata, mais
concretamente para comprimidos e capsulas. Atualmente, também é possivel através destes
testes avaliar a libertagdo de farmacos a partir de outras formas farmacéuticas solidas,
semissolidas, suspensdes, aerossois e em formas de libertacdo imediata [38].
Para medicamentos de libertagdo imediata, existem trés tipos de ensaios de dissolugdo [34]:
I Ensaio de dissolu¢cdo de um anico ponto:
Serve como teste de rotina para o controlo de qualidade (para produtos com elevada
solubilidade e que se dissolvem rapidamente).
Il. Ensaio de dissolucéo de dois pontos:
Caracteriza a qualidade do produto e como teste de rotina para determinados produtos.
M. Comparacao de perfis de dissolucdo (multiplos pontos) para avaliacdo da semelhanca
de produtos diferentes, para isentar de estudos in vivo dosagens mais baixas de um
produto de desenvolvimento ou para isentar de estudo in vivo algumas classes de
medicamentos (€ explicado com mais detalhe no ponto 3.4.4).
Os testes dissolucao sdo bastante vantajosos, na medida em que reduzem os custos e o trabalho
associados ao desenvolvimento de um produto farmacéutico, permitem em casos particulares
que os produtos sejam aprovados sem estudos de BD/BE, como é o caso de medicamentos de
classe | (alta solubilidade e permeabilidade) e em dosagens mais baixas (desde que cumpram
todos os critérios da guideline) de medicamentos onde foi comprovada a bioequivaléncia através

de um estudo de BD/BE na dosagem maior ou nas dosagens criticas [39,40].

3.4.1 Principio do método de dissolucgéo

Os testes de dissolugdo determinam a quantidade acumulada de farmaco que entra no meio
envolvente em fungéo do tempo. Tal como € observado na Figura 3.3 a dissolugdo de uma forma
farmacéutica envolve pelo menos dois passos consecutivos: libertacdo do soluto ou da
substancia da matriz de formulacdo (desagregacéo), seguido da dissolucdo do medicamento

(solubilizag&o das particulas do farmaco) no meio de dissolucao [41].
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Figura 3.3 - Diagrama ilustrativo do processo de dissolugao do farmaco [78]

A velocidade da dissolucéo é dependente do passo mais lento. A desagregacéo (primeiro passo)
pode ser comprometida devido as propriedades coesivas do medicamento formulado, pois no
caso de formas farmacéuticas sélidas, as propriedades de desagregacdo determinam se esta
serd a fase limitante da velocidade de dissolugdo. Se se verificar que esta primeira fase é o passo
limitante da dissolucéo, deverd ser controlada a fase de desagregacédo da forma farmacéutica, e
poderdo ser avaliados aspetos relacionados com a formulagéo, como por exemplo o impacto da
forca de compresséo, a porosidade, a utilizacdo de excipientes lubrificantes, a inclusdo de mais
desagregantes, tensioativos entre outros. As propriedades fisico quimicas do farmaco, tais como
a sua forma quimica (exemplo: sal, acido livre, base livre) e forma fisica (exemplo: amorfa ou
cristalina, tamanho da particula) podem comprometer a dissolucéo (segundo passo), onde existe
a solubilizacao das particulas da substancia farmacéutica. Se este for o passo limitante entéo a
dissolugdo é controlada pela dissolucdo intrinseca, caso que acontece por exemplo, em
compostos menos solaveis [41].

3.4.2 Evolugéo e Fundamentos da Dissolugao

Durante o ultimo século foram feitas muitas pesquisas em torno do desenvolvimento e do
conhecimento mais profundo sobre a dissolucéo, que se verificou ter um papel tdo importante na
previséo da biodisponibilidade de medicamentos.

Numa primeira fase a dissolu¢éo consiste na interagao entre o soluto e as moléculas do solvente
e numa segunda fase existe a difusdo das moléculas mais externas do soluto no meio envolvente
através da camada de difuséo [42].

Nas primeiras experiéncias realizadas em 1897 por Noyes e Whitney, observaram e deduziram

uma expressao matematica que determinava a velocidade de dissolugdo de uma substancia.
. . . ~ dc. . . T ~
Concluiram, que a velocidade de dissolucéo (E) é proporcional a diferenca entre a concentracdo

de saturacéo do farmaco no meio (Cs ) e a concentragdo do farmaco num momento t (C). Essa

expressao é representada da seguinte maneira [43]:
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Equacéo 3.1

dC—kC C
e = k(=0

Sendo que K é uma constante.

Estes autores atribuiram o mecanismo de dissolucdo das moléculas a uma fina camada que se
forma em torno das particulas, através da qual estas se difundem para o meio envolvente,
denominado de modelo da camada de difuséo.

Em 1900 Brunner e Tolloczko acrescentaram novas condi¢des para as quais a equagéo é valida
demonstrando que, a velocidade de dissolugcdo depende da area de superficie da particula
exposta, da velocidade de agitacdo, temperatura, da estrutura de superficie e da disposicao do

equipamento [43]. Isto poder& observar-se a partir da Equacéo 3.2:

Equacéo 3.2
d_ K S(Cs =€)
dt
Sendo que S é a area de superficie e K uma constante.
Entre vérios métodos e varias descobertas uma delas, foi a introducdo de condi¢cdes mais
realistas que utilizassem por exemplo, fluidos gastricos que permitissem simular a desagregacgéo
[43].
Em 1904 apds mais avangos e estudos na area, a Equacéo 3.2 foi alterada e baseada no conceito
da camada de difusédo da segunda lei de Fick, sendo que foram introduzidos novos parametros,
tais como o coeficiente de difuséo (D), a superficie (S), a espessura da camada de difuséo (h) e

o volume do meio de dissolugéo (V), expresso na Equacéo 3.3 [43].

Equacéo 3.3
dC_DS CoC
a ~vRG O

A teoria da velocidade de dissolugéo, expressa na Equacao 3.3 é a mais aceite no seio cientifico.
No entanto, a velocidade de dissolugéo pode ser relacionada com a massa inicial da substancia
e a massa que fica por dissolver em fungéo do tempo. Hixon e Crowell desenvolveram a equacéo
Equacado 3.4 que expressa a superficie do soluto em massa e assumiram que uma parte da
massa da substancia inicial dissolve-se para o meio envolvente e a particula vai diminuindo o

seu tamanho ao longo do tempo [43].

Equacéo 3.4
DS
dw = ﬁCS dt
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Ao integrar a Equacdo 3.4 obtém-se a Equacdo 3.5 conhecida por lei da raiz cubica, que
relaciona a massa inicial da substancia e a que fica por se dissolver, em funcao do tempo. Em

gue mw, € a massa inicial e K, € uma constante.

Equacéo 3.5

1 1
mwy /3 —mw /3 =K, t

Em 1951 Edwards publica que no caso da aspirina comprimido a dissolu¢cao no ambiente gastrico
seria 0 passo limitante da velocidade de absorcdo. Desde 1960 até ao inicio de 1970, foram
realizados inimeros estudos de forma a demonstrar o efeito que a dissolugdo tem na
biodisponibilidade, para uma variedade de produtos. No final dos anos 60 percebeu-se que as
diferencas na formulacdo do produto podem levar a grandes diferencas de velocidade,
intensidade e duragcédo de resposta da substancia. Em 1970, com a crescente evidéncia da
associagdo entre a dissolucdo e o desempenho do medicamento, o teste oficial de dissolugéo foi
finalmente adotado pelo pela United States Pharmacopeia (USP). Desde entdo, uma série de
revisdes e acréscimos ocorrem como resultado de avangos na investigacéo sobre a dissolugéo,

absorgéo oral e biodisponibilidade [43, 44].

3.4.3 Desenvolvimento de um método dissolucéao

O procedimento de dissolugdo segue varios componentes diferenciados e todos estes
componentes sao adequadamente escolhidos para desenvolver um método que é reprodutivel
no dia-a-dia e exequivel no laboratério e noutros laboratérios. Estes componentes sdo os
seguintes: meio de dissolugéo, aparelho de dissolugéo, tipo de ensaio de dissolugéo (um, dois e
multiplos pontos) e o modo de ensaio.

Na escolha do meio de dissolugédo tem-se em consideragéo as caracteristicas fisico quimicas da
substancia ativa (ex. solubilidade, ou estabilidade da solugdo em func¢éo do pH). O volume do
meio pode variar entre 500-1000 mL dependendo da solubilidade da substancia e da dosagem
em teste, pois deve ser escolhido o volume que garanta a completa solubilidade da quantidade
em estudo, sendo 900 mL o valor mais vulgarmente utilizado. O aparelho de dissolu¢céo deve ser
escolhido em fungéo da forma farmacéutica e que permita fornecer resultados relacionados com
0 comportamento in vivo. A velocidade de rotacéo a utilizar é diferente consoante o produto em
estudo e deve ser ajustada para que o ensaio consiga ser discriminatério. Para formas
farmacéuticas de libertacdo imediata ou rapida, normalmente o ensaio tem uma duracdo de 30
a 60 minutos, podendo a duracdo do ensaio chegar as 24h no caso de determinados produtos
de libertagdo modificada. Para analises de libertacdo de produto acabado em muitos casos sédo
suficientes testes de um unico ponto. No entanto, durante o desenvolvimento da formulagéo, é
necessario realizar perfis de dissolugdo que sdo ensaios que permitem avaliar quais 0s pontos
gue deverao ser controlados durante as andlises de rotina e se apenas é necessario controlar

um unico ponto, dois pontos e multiplos pontos. A filtracdo da solu¢cdo amostra deve ser também
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considerada durante o desenvolvimento experimental. Esta etapa € necessaria para evitar que
particulas nédo dissolvidas da substancia ativa ou de excipientes insolUveis que poderiam causar
turbidez na solucdo entrem na amostra analitica e que as mesmas possam distorcer os
resultados do teste. A filtracdo é um aspeto que também deve ser bem avaliado durante o
desenvolvimento uma vez que o tipo de filtro utilizado pode reter a substancia ativa em estudo
ou ceder substancias para a amostra adulterando os resultados do ensaio. Em alguns casos a
filtracdo pode ser substituida por centrifugagdo ou apenas por uma decantacdo para evitar o
contacto da amostra com os filtros [45].

Por fim, as maneiras mais comuns de se analisar amostras de um teste de dissolucao, é por
espectrofotometria (UV) e HPLC. Este método deve ser suficientemente sensivel para quantificar
com exatiddo a substancia ativa das diferentes amostras [45].

Como existe uma monografia desenvolvida pela USP para o comprimido em estudo, as
condicdes de ensaio utilizadas ja sdo conhecidas, ndo tendo sido necessario realizar testes para
encontrar as condicdes ideias de ensaio.

3.4.4 Perfis de Dissolucéao

Os perfis de dissolugéo séo obtidos a partir da percentagem dissolvida do farmaco em diferentes
tempos de amostragem e permitem uma analise mais conclusiva em todo o processo de
desenvolvimento e controlo de qualidade do produto. As vantagens da sua utilizacdo passam por
permitir selecionar formula¢des durante o processo de desenvolvimento de farmacos, avaliar a
estabilidade, otimizar formula¢gBes, demonstrar que alteracdes efetuadas ao processo de fabrico
nado alteraram o comportamento do produto tal como indicado no seu dossier de registo, avaliar
a qualidade lote a lote durante o controlo de qualidade do produto, estabelecer a similaridade
entre medicamentos genéricos e medicamentos de referéncia e estabelecer em alguns casos
correlagdes in vitro- in vivo (CIVIV) [28, 29, 41].

A presente dissertacdo seguiu a “Guideline on the Investigation of Bioequivalence”, pelo que
foram avaliados os perfis de dissolucéo de 3 lotes teste para cada uma das dosagens (80/25 mg,
80/12,5 mg e 40/12,5 mg), de modo a avaliar a consisténcia e a homogeneidade dos lotes
produzidos. Para além disso € estudado um lote do produto de referéncia para cada uma das
dosagens. Cada lote devera ser avaliado em pelo menos trés pH’s diferentes (normalmente pH
1,2, 4,5 e 6,8) de forma a simular o ambiente fisiolégico do trato gastrointestinal, com o objetivo
de relacionar a libertagdo do farmaco in vitro com a liberta¢céo do mesmo in vivo. Para além disso
€ avaliado o meio escolhido para analise do produto pelo controlo de qualidade [46].

Como ja foi referido anteriormente, uma das utilizagBes importantes dos ensaios de dissolugao
€ evitar que tenham de ser realizados ensaios de BD/BE (estudos in vivo) das dosagens menores
do mesmo produto. No entanto, para que essa isen¢cdo seja possivel, para além de apresentar
perfis de dissolucdo semelhantes ao produto de referéncia em todos os meios é necessario
considerar outros critérios, tais como [14]:

a) As diferentes dosagens séo produzidas pelo mesmo processo de fabrico;
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b) A composicao qualitativa das diferentes dosagens tem de ser a mesma;
c) A composicdo deve ser quantitativamente proporcional a da dosagem para a qual foi
demonstrada bioequivaléncia;
d) Os testes de dissolugéo in vitro devem ser aceitaveis para as dosagens gque se pretende
isentar de estudos in vivo;
Neste caso particular, em que o produto em estudo se trata de uma associacdo de substancias
ativas (Telmisartan e Hidroclorotiazida) formuladas num comprimido em bicamada, cada
substancia ativa deve ser considerada independente uma da outra [14]. Verifica-se que a maior
dosagem (80/25 mg) é proporcional a menor dosagem (40/12,5 mg). No caso especifico da

hidroclorotiazida, a dosagem de 80/12,5 mg € igual a de 40/12,5 mg.

Similaridade dos perfis de dissolucéo

A similaridade dos perfis de dissolugéo e todas as conclusdes que possam ser retiradas dos
resultados, podem ser considerados validos unicamente se o perfil de dissolucdo se mostrar
satisfatorio utilizando um ndmero suficiente de pontos [14].
Véarios métodos sdo propostos para a comparacdo de perfis de dissolucdo, e podem ser
agrupados nas seguintes categorias [47]:

= Método baseado na Analise de Variancia;

= Métodos de Modelos Independentes;

= Métodos de Modelos Dependentes;
Segundo a Guideline de dissolugéo da FDA, o método do modelo independente é o recomentado
para a comparacdo de perfis de dissolucdo. Existem duas equac¢des na literatura, desenvolvidas
em 1996 por Moore e Flanner, que continuam atualmente a ser os métodos mais utilizados para
a comparacédo de perfis de dissolucdo. As duas equacdes serdo apresentadas no decorrer deste
capitulo, a primeira equacgéo corresponde ao fator de diferenca (f1)) e a segunda equagédo
corresponde ao fator de similaridade (f2) [48].
O fator de diferenca (f1) mede o erro percentual entre duas curvas, ao longo de todos os pontos,
ou seja, mede a diferenca entre duas curvas. A percentagem do erro é zero quando os perfis do
medicamento teste e do de referéncia séo idénticos e aumentam proporcionalmente com a

desigualdade entre os dois perfis de dissolucéo [47]. E representado pela Equagéo 3.6:

Equacéo 3.6 Fator de diferenca
n

f, = [ t=1|Re-Tt|

L= |—=——

n
t=1Rt

]xlOO

n = nimero de pontos de amostragem (tempos de amostragem);
Rt = % dissolucdo do medicamento de referéncia no tempo t;

Tt = % dissolucdo do medicamento teste no tempo t;
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Segundo a “Guidance for Industry — Dissolution Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage
Forms’, os valores devem estar entre 0 e 15 [49].
Segundo a “Guideline on the Investigation of Bioequivalence,2010” a avaliacdo do fator de
similaridade (Equacédo 3.7) deve ser baseada em varias condic¢des, tais como [14]:

= Devem ser considerados no minimo de trés pontos (excluindo o zero);

= Os pontos devem ser os mesmos para os dois produtos em estudo;

» Realizar 0 ensaio para 12 unidades, para cada ponto e para cada formulacéo;

» Para cada formulagdo ndo considerar mais do que um valor médio acima de 85%

dissolvido;
= O coeficiente de variacdo ndo deve ser superior a 20% no primeiro tempo e nos

restantes tempos ndo deve ser superior a 10%.

Se o valor de f2, estiver entre 50 e 100 os dois perfis de dissolugéo s&o similares [14].

Equacéo 3.7 Fator de Similaridade

100

|
s l[ i+ RO -TGF|
n

Apesar de existirem duas formulas que séo utilizadas na comparacgdo de perfis de dissolugao
que dao informacdes distintas, a “Guideline on the Investigation of Bioequivalence,2010” apenas

considera a utiliza¢é@o do fator de similaridade (fz) [14,48].

No caso de formulacdes de libertacdo imediata, a comparagao feita aos 15 minutos é essencial
pois permite saber se se atingiu a dissolugdo completa antes do esvaziamento gastrico. Quando
mais de 85% da substancia ativa € dissolvida durante os primeiros 15 minutos, os perfis de
dissolu¢do sdo considerados semelhantes, ndo havendo necessidade de qualquer outra

avaliagdo matematica [14].

3.4.5 Equipamento de Dissolucao

Segundo a Farmacopeia Europeia, 0 ensaio de dissolucdo para formas farmacéuticas sélidas
pode ser realizado através de varios aparelhos tais como: em cestos (aparelho 1), com pas
(aparelho 2), no aparelho de pistdes (aparelho 3) ou no aparelho de fluxo continuo (aparelho 4)
[50]. Os aparelhos que sdo normalmente a primeira op¢do para realizar ensaios de dissolugéo
de formas farmacéuticas sélidas de libertacéo imediata sdo o equipamento com cestos de rede
ou com pa [36]. Sera apenas focado neste trabalho o equipamento de cestos de rede, pois é

nesse que é conduzido todo o ensaio de dissolugdo da molécula em estudo, hidroclorotiazida.
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Aparelho com cestos de rede

O equipamento é constituido por recipientes cilindricos de fundo hemisférico de vidro, ou outro
material transparente e inerte, com uma capacidade de 1L, estes s@o colocados num banho de
agua quente ou aquecidos através de resisténcias elétricas que mantém a temperatura
pretendida, 37+ 0,5°C. Os recipientes devem estar equipados com uma tampa que evite a
evaporacdo do meio de dissolucdo. No entanto, estas tampas tém orificios que permitem a
passagem da haste do agitador, do termémetro e outros dispositivos. O agitador consiste numa
haste vertical ligada a um motor que regula a velocidade de rotagao e a um cesto cilindrico fixo
na sua extremidade. Tanto as hastes como os cestos devem ser constituidos por material de aco
inoxidavel 316 [50].

Para realizar o ensaio neste equipamento, a amostra € introduzida no cesto, que devera estar
seco no inicio de cada teste, e é posteriormente preso a haste. O conjunto formado por ambos é
entdo imerso no recipiente previamente aquecido, e devera rodar com uma velocidade
especificada no método analitico. A distancia entre o fundo do recipiente e o fundo do cesto é
mantida a uma distancia de 25+ 2mm durante o teste. Foi determinado que a velocidade de
rotacdo mais adequada devera estar compreendida entre 50-100 rpm. As velocidades que estdo
fora do intervalo de 50-150 rpm n&o sdo aceitaveis, pois abaixo de 50 rpm a hidrodindmica
associada nao é fiavel bem como a turbuléncia sentida acima de 150 rpm compromete os
resultados. Quando a turbuléncia é elevada e se faz sentir no recipiente, origina uma perda de
poder discriminatério associado ao método de dissolugéo [50].

Segundo a farmacopeia, as amostras devem ser retiradas a meia distancia da superficie do meio
de dissolucdo. A recolha da amostra é feita no momento indicado ou em intervalos de tempo
previamente estabelecido ou ainda de forma continua. Nos casos em que se retira a amostra e
ndo se repde esse volume, essa variacdo de volume é tida em consideracdo nos calculos da

dissoluc¢éo [50].
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didmetro interno

Figura 3.4 - Aparelho de Dissolu¢cédo com cestos de rede (dimens&o em mm) [51]

3.5 Fatores que interferem na Dissolucéao

Existem diversos fatores que podem alterar o perfil de dissolucdo das substancias ativas. E
importante identificar estes fatores durante o desenvolvimento do produto e estes podem ser

agrupados da seguinte forma [33,52]:

0] Fatores associados com as propriedades fisico-quimicas do farmaco;
(ii) Fatores relacionados com o ensaio de dissolu¢éo;
(iii) Fatores associados a forma farmacéutica;

3.5.1 Fatores associados com as propriedades fisico-quimicas do
farmaco

O conhecimento das propriedades fisico quimicas do farmaco desempenha um papel importante
no controlo da dissolucdo. A velocidade de dissolugcdo pode ser determinada a partir da

solubilidade da molécula.

= Solubilidade

A solubilidade é uma propriedade muito importante dos produtos farmacéuticos pois afeta a
eficacia do farmaco, o seu desenvolvimento futuro e pode influenciar a farmacocinética da

substancia, nomeadamente na libertacéo, transporte e no grau de absorcao no organismo [53].
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A solubilidade é definida como a quantidade de uma substéncia que se dissolve num
determinado volume de solvente, quando submetido a uma determinada temperatura [54].

A Tabela 3.1 mostra como as substancias podem ser classificadas quanto a sua solubilidade:

Tabela 3.1 - Solubilidade das substancias [51]
Quantidades aproximadas do solvente, em

mililitros, para um grama da substéancia

Muito Soluvel Menos de 1
Facilmente Soluvel De1al0
Solavel De 10 a 30
Ligeiramente Solavel De 30 a 100
Muito pouco solavel De 1.000 a 10.000
Praticamente Insoluvel Mais de 10.000

A baixa solubilidade é das causas de maior insucesso durante o desenvolvimento de um
medicamento. Este pode ser devido a elevada lipofilia ou as fortes interacdes intramoleculares,
que para ocorrer a solubilizagéo necessitam de uma maior quantidade de energia [55].

A natureza lipofilica da membrana celular permite apenas a passagem da fragdo ndo ionizada
de qualquer substancia. O grau de ionizagcdo de cada substéncia depende da sua estrutura
molecular e do pH da solugdo em que esté dissolvida e essa relagao pode ser dada pela equacao
de Henderson — Hasselbalch [56]:

Equacéo 3.8 Equacdo Henderson-Hasselback
H =pK, +1o (ﬂ)
p PRq g [AH]

O pKa é definido como o pH em que 50% das moléculas estéo ionizadas e 50% na forma néo
ionizada. O valor de pKa depende da estrutura molecular da substéncia e é independente se
este € acido ou basico [56].

A solubilidade é influenciada por diversas varidveis, tais como, a polaridade, o tamanho da
particula e a forma farmacéutica [54]. Quanto maior a solubilidade do farmaco, maior sera a
guantidade de farmaco dissolvido no meio e, consequentemente, maior podera ser a sua
biodisponibilidade [55].

= Tamanho da particula

Entre os varios métodos conhecidos, a moagem € a técnica mais utilizada para aumentar a
velocidade de dissolucédo, aumentando a area superficial. Deste processo, obtém-se através da
rutura de particulas maiores, particulas mais pequenas. Cospite e Dominici mostraram que
medicamentos micronizados tém melhor eficacia clinica [57]. O tamanho da particula influencia

diretamente a velocidade de dissolugdo. Com a redugéo do tamanho da particula do farmaco,
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obtém-se uma maior area superficial do sélido em contacto com o meio de dissoluc¢éo, resultando
assim numa maior velocidade de dissolucao [58]. No entanto, 0 método de moagem apresenta
ainda algumas limitacdes devido ao processo de preparacéo ser pouco eficaz. O input de alta
energia pode perturbar a estrutura cristalina, causando problemas de estabilidade fisica e
guimica. Regibes defeituosas, desordenadas ou amorfas em cristais, sao termodinamicamente
instaveis e afetam a energia superficial [57].

No desenvolvimento de medicamentos genéricos, € fundamental controlar o tamanho das
particulas de uma substancia ativa pouco sollvel em agua para atingir perfis de dissolugao
equivalentes e com perfis de concentracao sanguinea bioequivalentes. A diminui¢do no tamanho
da particula, leva a um aumento na taxa de dissolucao, através de um aumento da area de
superficie e da diminui¢céo da espessura da camada de difusdo em torno de cada particula [57].
Torna-se assim necessério, durante a fase de desenvolvimento de uma formulacéo, definir o
tamanho de particula das matérias-primas.

No caso da substancia ativa em estudo, a técnica utilizada para melhorar a solubilidade da
mesma, foi a reducéo do tamanho da particula, que garante que o API seja micronizado e assim
permita obter velocidades de dissolucdo desejadas. O tamanho das particulas de HCTZ
utilizados na empresa foi de cerca 44 um. Este tamanho foi escolhido, uma vez que garante uma
rapida dissolucdo da substancia ativa a partir do comprimido ja desintegrado, que origina uma
rapida absorcao no limen do intestino delgado. Os autores Zahra, Thomas, Sampada e Ali [59],
também estudaram o efeito que o tamanho da particula exerce sobre a molécula
hidroclorotiazida, com o objetivo de conhecer o efeito que tinha sobre a velocidade de dissolugdo
e sustentam a ideia de que particularmente para esta molécula, esta estratégia é eficaz e viavel

de se adotar.

= Natureza Quimica

E importante o estudo do polimorfismo e da cristalizac&o de produtos farmacéuticos, pois estes
tém uma grande influéncia sobre as propriedades fisico quimicas, nomeadamente no ponto de
fusédo, densidade, estabilidade, solubilidade e velocidade de dissolucao [60]. Os farmacos podem
ser produzidos de forma amorfa ou cristalina, sendo que a predominante é a forma cristalina [58].
E importante ter conhecimento sobre o polimorfismo de modo a atingir a rapida absorcéo da
forma farmacéutica na corrente sanguinea, assegurando assim a estabilidade do farmaco e a
biodisponibilidade da mesma [61]. Estudos reportam que a HCTZ apresenta quatro formas
polimérficas, isto é, a molécula apresenta a capacidade de existir em mais do que uma forma
cristalina podendo cada uma destas formas possuir diferentes propriedades fisico quimicas, e
apresentar eficacias terapéuticas diferentes [62]. Apesar das informagfes encontradas na
bibliografia indicarem a existéncia de varios polimorfos, o fornecedor de HCTZ usada no
desenvolvimento do produto teste garante que apenas é fornecida uma forma de HCTZ e que

independentemente dos solventes usados na recristalizacdo é obtida sempre a mesma forma,
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pelo que se pode esperar um comportamento constante e reprodutivel em todos os lotes

produzidos independentemente do lote de substancia ativa que seja utilizado.

= Excipientes

Grande parte dos medicamentos de administracdo oral necessitam que a formulagcédo contenha
para além da substancia ativa, outros excipientes para permitir uma apropriada administracéo,
facilitar o fabrico do produto, aumentar a estabilidade da formulagdo ou também por razdes
estéticas ao melhorar o aspeto exterior, o sabor e 0 odor do medicamento [63,64].

Embora os excipientes sejam considerados normalmente como inertes, estes podem interagir
com a substéancia ativa, acabando por alterar a sua dissolu¢éo e assim a sua biodisponibilidade.
Os excipientes podem ainda ser classificados consoante a fungdo que desempenham na

formulagéo [63, 65].

a. Diluentes: sao substancias que permitem dar volume ao comprimido, fazendo com que
este tenha um peso conveniente [66];

b. Desagregantes: sdo adicionados a formulacdo para facilitar a rutura da forma
farmacéutica em granulos e particulas. S&o importantes pois a desagregacdo dos
comprimidos expde mais rapidamente o farmaco aos fluidos do TGI [63, 66];

c. Ligantes: proporcionam a coesdo da mistura em po para assegurarem que a formulacao
dos comprimidos sera compressivel e que estes irdo permanecer intactos e que irdo
continuar a desagregar in vivo durante todo o seu periodo de vida util [66];

d. Lubrificantes: sdo substancias que se distribuem pela superficie das particulas da
formulacdo, reduzindo a friccdo durante o processo de compressdo. Sao utilizadas
pequenas quantidades deste tipo de excipientes uma vez que sdo insollveis em agua,
e a sua utilizacdo em grandes quantidades podem dificultar a desagregacéo e dissolucao
[63, 66].

Os excipientes utilizados na formulacdo do medicamento teste e do de referéncia s&o os mesmos

e estdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Excipientes utilizados na formulagdo do medicamento teste e de referéncia
Categoria [67]

Lactose Monohidratada Diluente
Celulose Microcristalina Ligante e Diluente
Amido de Milho Desagregante, Diluente e Ligante
Oxido de ferro vermelho Agente de coloragdo
Amido Glicolato de sddio Super desagregante
Estearato de Magnésio Lubrificante
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O amido glicolato de sodio, super desagregante, acelera o processo de desagregacdo. A
desagregacao dos comprimidos € um pré requisito para a rapida libertacao da substancia ativa
presente na forma farmacéutica oral sélida, permitindo que esta esteja disponivel para ser
dissolvida. Os autores Zhao e Augsburger estudaram a eficacia que os super desagregantes tém
em promover a desagregacéo e a dissolugdo da hidroclorotiazida no pH 1,2 e em agua. Um dos
super desagregante estudado por esses autores foi 0 amido glicolato de sédio, e chegaram a
conclusédo que a presenca deste aumenta a eficacia de desagregacéo e que existe uma diferenca

significativa na velocidade de dissolucéo e na quantidade dissolvida de HCTZ [68].

3.5.2 Fatores relacionados com o ensaio de dissolucéo

= Meio de dissolugéo

Como foi referido anteriormente, os ensaios de dissolu¢do permitem correlacionar os resultados
obtidos in vitro com o comportamento in vivo. Assim, estes ensaios deverao ser representativos
das condicdes fisioldgicas que o medicamento encontra no organismo humano. De acordo, com
a “Guideline Dissolution Testing Of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms, 19977, esta
descrito que os ensaios de dissolucéo para a industria farmacéutica, devem ser realizados meios
adequados a fim de simular o ambiente do TGI. Desta forma, os meios com pH 1,2 permitem
simular o estbmago, e os meios com pH 4,5, 6,8 e 7,5 permitem simular as varias zonas do
intestino [41, 49, 69].

Varios parametros como o pH, a tensao superficial, a presenca de bilis, o volume e a viscosidade
sdo tidos em consideracdo e deverdo ser controlados e ajustados durante a dissolucdo. A
presenca de sais biliares e fosfolipidos tém um efeito significativo sobre a dissolucdo de
medicamentos pouco soluveis [70].

Na Tabela 3.3 podem-se observar os valores do pH médio em jejum e apéds a alimentagdo ao

longo do trato gastrointestinal.

Tabela 3.3 - Valores Médios de pH em Humanos Saudaveis em Jejum/Apos Alimentacéo ao longo
do Trato Gastrointestinal [60]

Localizac&o pH médio
Estbmago 1,3/4,9
Duodeno 6,5/5,4

Jejuno 6,6/(5,2-6)
ileo 7,417,5
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A temperatura do meio de dissolucdo é outra variavel como intuito de simular a temperatura

corporal interna, segundo as farmacopeias esta deve ser mantida a 37°C + 0,5°C [49].

= Equipamento de dissolugéo

Como foi referido anteriormente, os equipamentos mais utilizados nos ensaios de dissolucéo sédo
0 método de cesto de rede e de pa. Para avaliar o perfil de dissolucdo de uma substancia ativa
e consoante a sua forma farmacéutica, o método utilizado deve apresentar caracteristicas

hidrodinamicas especificas e parametros de velocidade de agitacéo [70].

a) Velocidade de Rotacéo
O ensaio de dissolugdo é diretamente afetado pela velocidade de rotacdo. Deste modo, a
velocidade de rotacéo deve ser adequada e mantida constante ao longo de todo o ensaio de
dissolu¢do. Como a espessura da camada de difusdo é inversamente proporcional & velocidade
de rotagdo, quando existem alteracdes na velocidade existe também altera¢éo na dissolugéo. O
aumento das rotagfes faz diminuir a camada de difusdo, aumentando o contacto da particula
com o meio de dissolu¢éo. O que por sua faz aumentar a velocidade de dissolucdo, uma vez que
evita 0 aumento da concentracdo de soluto na camada de difusdo, favorecendo a

homogeneizacdo do meio [49].

b) Vibrac&o do Sistema
Idealmente ndo deve existir nenhum tipo de vibragéo no sistema, uma vez que qualquer alteracdo
no fluxo hidrodindmico altera a camada de difusdo, logo altera a velocidade de dissolucao [33].
Deste modo, o aparelho de dissolucdo deve estar colocado em bancadas fixas e livres de
vibracdo proveniente de outros equipamentos, tais como banhos ultrassénicos, centrifugadoras,
bombas de vacuo, impressoras, entre outros. Sdo tomadas em consideracdo as vibracfes
provenientes do préprio equipamento, que sao também motivo de alteragfes nos ensaios de
dissolugéo, por exemplo pecas gastas ou soltas que necessitam de lubrificacdo e/ou turbuléncia

no banho de agua [71].

c) Posicionamento das hastes
Sao estabelecidas especificacdes pelas farmacopeias para o posicionamento da haste dentro do

COpo, pois 0 mau posicionamento pode alterar os resultados [49].

d) Posicdo e método de amostragem
Todas as amostras devem ser retiradas o quanto possivel do mesmo local. O ponto de
amostragem situa-se a meia distancia da superficie do liquido e acima do cesto, e a pelo menos

1 cm da parede do recipiente [72].

e) Bolhas de ar
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E recomendado a eliminac&o de bolhas de ar durante os ensaios de dissolucdo. A presenca de
bolhas influencia os resultados obtidos, pois associam-se as particulas e diminuem o contacto
do soluto com o solvente. Para eliminar as bolhas deve-se recorrer ao método de

desgaseificacdo do meio no aparelho de ultrassons antes de iniciar o ensaio de dissolucao [52].

3.5.3 Fatores relacionados com a Forma Farmacéutica

Consoante o tipo de forma farmacéutica oral utilizada, esta ter4 um efeito no nimero de possiveis
etapas desde a administracdo do farmaco até a sua dissolucdo nos fluidos do trato
gastrointestinal para posterior absorcéo.

A biodisponibilidade esta relacionada com o ndimero de etapas envolvidas no processo de
absor¢do depois da administracéo do farmaco ate a sua absorcéo, e esta é tanto mais rapida
quanto menor for o nimero de etapas envolvidas. No caso das solu¢bes normalmente resultam
numa absorcdo mais rapida e mais completa do farmaco, uma vez que a etapa de dissolucao
ndo é necesséria, ao contrario de alguns comprimidos revestidos, que antes de iniciarem o

processo de dissolucdo, tém um processo de desagregacao mais lento [4].

3.6 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica

A introducéo do sistema de classificacdo biofarmacéutica (BCS) em 1995, foi o resultado de
varios estudos e analises matematicas para melhor compreender a cinética e dindmica da
substancia ativa ao longo do trato gastrointestinal (TGI). Apés a introdugdo do sistema de BCS,
este tem sido utilizado como ferramenta para isentar de estudos de bioequivaléncia, alguns
produtos com caracteristicas particulares baseadas em resultados de testes de dissolucado in
vitro [73].

O sistema BCS quando integrado com os testes de dissolucdo do medicamento classifica as
substancias farmacéuticas tendo em conta trés principais fatores: a dissolu¢do, a solubilidade e
a permeabilidade intestinal, sendo estabelecido que estes trés fatores regulam a velocidade e
extensao de absorcao do farmaco a partir da forma farmacéutica solida [35]. De acordo com o
sistema de BCS as substancias farmacéuticas podem ser classificadas em quatro classes

diferentes, como esta representado na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica [35]

Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta
Il Baixa Alta
1l Alta Baixa
v Baixa Baixa
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No que diz respeito a substancia em estudo, a hidroclorotiazida, nao existe consenso em relacdo
a sua classificacdo BCS, uma vez que estudos realizados por diferentes autores indicam que

esta substancia tanto pode ser classificada como classe Il [74] ou a classe IV [73, 75].

3.7 Métodos cromatograficos

3.7.1 Método de analise de amostras

As formas mais usuais de andlise de amostras de testes de dissolucdo, sédo a de
espectrofotometria (UV) e por HPLC. As analises feitas a partir do UV sdo um método bastante
utilizado pois é mais rapido, mais simples e requer menos solvente quando comparado com o
HPLC. No caso do método de HPLC este traz grandes vantagens durante a analise de amostras
pois € utilizado quando existe interferéncia significativa devido a excipientes ou a ingredientes
ativos na formulagdo, quando é necessério que haja um aumento da sensibilidade, e/ou quando
se pretende automatizar o procedimento do teste de dissolucéo [45].

Apesar do presente trabalho se focar apenas na andlise da hidroclorotiazida, o medicamento em
estudo é uma associacao de duas moléculas diferentes, com caracteristicas diferentes e que
apresentam dois comprimentos de onda diferentes mas bastante préximos (270 nm e 298 nm),
e por esse motivo poderia haver uma sobreposi¢do dos méximos conduzindo a uma alteracéo
dos resultados, caso fosse utilizado o método do UV. Desta forma, o método de UV néo
apresentaria grande seguranca, nem resultados fiaveis.

Assim, o HPLC é o método utilizado para analisar as amostras dos testes de dissolugdo, por ser

0 mais seletivo e com resultados fidedignos, como sera demonstrado no capitulo de validacao.

3.7.2 Cromatografia

Os métodos de separagdo sao normalmente uma parte importante das analises e a cromatografia
€ das técnicas separativas mais importantes em quimica analitica. Esta separacéo é feita com
base na diferenca na distribuicdo dos analitos entre as duas fases nao misciveis, que sao a fase
movel e a fase estacionaria [76, 77]. Tem por base a separacdo de moléculas com diferencas na
sua estrutura e/ou na sua composicdo. De forma geral, a cromatografia consiste na passagem
de componentes da amostra através de uma fase estacionaria, com a qual tém diferentes
afinidades e intera¢cGes e que séo arrastadas com velocidades diferentes por um fluido, a fase
movel, conduzindo a separagcdo de moléculas. Existem moléculas que fazem interacbes mais
fortes com a fase estacionaria e por isso movem-se mais lentamente através da coluna, do que
moléculas com intera¢cdes mais fracas. Sdo utilizadas diferentes fases estacionarias, que
permitem realizar diferentes separacfes cromatograficas. Algumas séo constituidas por silica
imobilizada em placas de vidro (cromatografia em camada fina), fases volateis (cromatografia

gasosa), cromatografia de papel e os liquidos (cromatografia liquida) [78].
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Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida é uma técnica que envolve a injecdo de um pequeno volume de amostra
liqguida num tubo preenchido por particulas porosas, denominado de fase estacionaria, através
da qual os componentes individuais da amostra em estudo séo transportados por um liquido, a
fase movel. Os componentes da amostra sao separados pois, cada componente interage fisica
e quimicamente de modo diferente com as duas fases [79]. No final, os componentes separados
sdo recolhidos a saida da coluna e identificados através de um detetor, que podem ser de UV-
VIS, condutividade eletrolitica, de indice de refracao diferencial, fluriométricos, ou outro detetor
que permita identificar quantificar o analito em causa [79, 80].

Com o desenvolvimento da cromatografia em coluna, desenvolveu-se a utilizagdo de suportes
com particulas menores que aumentam a eficiéncia e assim é necessario o uso de bombas de
alta presséo para a eluicdo da fase mével, dai o aparecimento de cromatografia liquida de alta

eficiéncia, do inglés HPLC, High Performance Liquid Chromatography.
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Figura 3.5 - Representac&o do Equipamento HPLC

Na Figura 3.5, pode-se observar um equipamento de HPLC e os respetivos constituintes.

(1) Bomba: A bomba tem como fungéo forcar a(s) fase(s) movel(eis) através da coluna a
uma taxa de fluxo (mL/min) especifica. A bomba pode alcancar pressdes entre os 6000-
9000 psi (400-600 bar). Durante a experiencia de cromatografia, a bomba pode distribuir
uma composi¢do constante de fase mével (isocratica) ou uma composicdo variavel
(gradiente) [79].

(2) Injetor: O injetor introduz a amostra liquida na coluna, podendo ser automatico ou
manual. Este deve conseguir resistir a pressfes elevadas. Os volumes de injecdo mais
frequentes sdo de 5 a 20 microlitros [79].

(3) Coluna: A coluna faz a separa¢do dos componentes da amostra em estudo, usando

parametros fisicos e quimicos. As particulas pequenas dentro da coluna sao
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responsaveis pela resisténcia a fase movel e que fazem alterar a pressdo no
cromatografo [79].

(4) Detetor: O detetor, tal como o nome indica, deteta as moléculas individuais que saem
da coluna permitindo quantificar os componentes da amostra. O detetor envia um sinal
ao computador originando um cromatograma, ou seja, um grafico de resposta.

(5) Computador: Funciona como uma base de dados, permite controlar todos os médulos
do HPLC, identifica e regista o sinal enviado pelo detetor e é ainda utilizado para
determinar o tempo de retencao dos componentes da amostra (andlise qualitativa) e a

guantidade de amostra (Analise quantitativa)

3.8 Validacdo do método analitico

A validacdo é um requisito bésico para garantir a qualidade e a credibilidade dos resultados para
todas as aplicag8es analiticas. O objetivo da validagdo de um método analitico € demonstrar que
€ adequado para a sua finalidade pretendida e que o mesmo é digno de confianca [81]. Precisédo
e credibilidade dos resultados analiticos sdo cruciais para garantir a qualidade, seguranca e
eficacia dos produtos farmacéuticos [82, 83]. Os requisitos para a validacdo de métodos
analiticos foram sujeitos a uma harmonizacdo levada a cabo pela conferéncia International
Conference on Harmonization (ICH) [82]
Assim, os requisitos para a validagdo do método analitico os procedimentos foram seguidos pela
“Validation of analytical Procedures : Text and Methodology Q2(R1)” Os parametros de validagéo
a utilizar estdo diretamente relacionados com o0s quatro tipos mais comuns de
procedimento/métodos analiticos e dependem do objetivo do método analitico. Estes
procedimentos analiticos podem ser classificados da seguinte maneira [81]:

= Testes de identificagéo

= Testes quantitativos das impurezas

= Testes limites para controle de impurezas

= Testes quantitativos do grupo funcional em amostras de matéria-prima ou de produto

final, ou de outro (s) componente (s) do produto final.

A Tabela 3.5 trata-se de uma tabela resumo, que detalha as caracteristicas de validagdo que

devem ser aplicadas para os diferentes tipos de métodos.
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Tabela 3.5 - Procedimentos necessarios para a validagao de um método analitico [81]

Tipo de procedimento analitico

N Teste de Impurezas Dissolucao
Caracteristicas Identificacao
Quantificacéo Limite Contetdo/Poténcia
Exatidao - + - +
Preciséo

Repetibilidade _ T - +

Preciséo intermedia . Q) : (D)
Especificidade @ + + + +
Limite de detegao - -(3) + -
Limite de quantificagéo - + - -
Linearidade - + - +
Gama de trabalho - + - +

(-) Significa que esta caracteristica ndo é normalmente avaliada

(+) Significa que esta caracteristica € normalmente avaliada

(1) Nos casos em que a reprodutibilidade foi realizada, ndo é necessario verificar a precisédo
intermédia

(2) A falta de especificidade de um procedimento analitico pode ser compensada por apoio de
outros procedimento(s) analitico(s)

(3) Pode ser necessario em alguns casos

No decorrer do trabalho pretende-se validar o método que se destina aos ensaios de dissolucéo
da molécula hidroclorotiazida, num produto final, tendo sido por isso efetuado o estudo de

especificidade, linearidade, gama de trabalho, precisdo e exatidao.

3.8.1 Especificidade

E a capacidade de um método analitico para discriminar o analito de outras substancias
presentes na amostra, como por exemplo alguns conservantes ou solventes. O analito ndo deve
ter a interferéncia de outros compostos e, no caso em particular da cromatografia, deve haver
resolucdo entre o analito em estudo e os restantes compostos, ou seja, deve haver uma

separacao completa dos picos do analito em andlise, dos picos dos restantes compostos [83].
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3.8.2 Gama de trabalho

A gama de trabalho de um procedimento analitico é o intervalo das concentragdes méaximas e
minimas do analito na amostra, para o qual é verificado que o procedimento analitico é preciso,

exato e linear [81, 83].

3.8.3 Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico mostra a capacidade, dentro de um certo intervalo,
para obter resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra. E os requisitos minimos sé&o [83]:
= Linearidade devera ser testada numa gama que cubra a concentracdo de trabalho da
substancia em andlise, num minimo de cinco niveis de concentracao;
» As concentragfes devem estar distribuidas igualmente ao longo da gama de trabalho;
= Os padrbes sao preparados no mesmo meios que a amostra (se aplicavel)
= O numero de leituras por nivel devera ser o mesmo que as que serdo realizadas em
rotina
A linearidade é avaliada com base na representacéo grafica e na determinacéo do coeficiente
de determinacao (r?) da equacédo da reta de calibracdo obtida. Para isso é necessario calcular o
desvio padréo residual, desvio padrdo do declive, desvio padrdo da ordenada na origem, dos

intervalos de confianga e representacao gréafica dos residuos.

3.8.4 Precisao

A precisdo de um procedimento analitico representa a dispersdo dos resultados obtidos e
correspondentes a varias analises sobre uma mesma amostra ou amostras semelhantes, em
condicdes definidas. E uma medida do grau de repetibilidade ou de
reprodutibilidade do método analitico e ainda reflete o grau de proximidade entre valores, para
um certo nimero de andlises e para 0 mesmo método analitico [84].

Podem ser considerados trés niveis de preciséo:

1. Repetibilidade: repetibilidade do equipamento e do método- representa a precisao
nas mesmas condi¢Bes operatdrias, 0 mesmo analista e 0 mesmo equipamento, no
mesmo laboratério durante um curto intervalo de tempo.

2. Precisao intermedia: é também designada de variabilidade intralaboratorial, mostra
variacbes obtidas no resultado final quando os procedimentos sdo efetuados por
diferentes analistas, em diferentes dias e com equipamentos diferentes, mas

equivalentes, no mesmo laboratorio;
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3. Reprodutibilidade: representa a precisao entre laboratérios.

Repetibilidade do equipamento

Representa a precisdo do equipamento ou a repetibilidade da injecdo. Faz-se analisando a
mesma solucdo que normalmente corresponde a concentracdo de 100% da gama de trabalho,
um certo numero de vezes (normalmente 6 vezes). Na repetibilidade do equipamento ndo tem
em consideracgédo variagdes resultantes da preparacdo da amostra [84].

Repetibilidade do método

Analisar num curto espaco de tempo varias aliquotas de uma amostra homogénea, cada uma
delas preparada e processada de maneira independente ou em alternativa podem ser analisadas
matrizes fortificadas. As concentragdes estudadas correspondem aos extremos e aos 100% da
gama de trabalho. Por concentracdo deverdo ser processadas e analisadas 3 réplicas

independentes [84].

3.8.5 Exatidao

A exatiddo mostra a concordancia entre o resultado obtido e o verdadeiro valor ou valor de
referéncia. E definida em termos de percentagem de recuperacéo do analito, juntamente com
intervalos de confianga e precisdo. Existem varios métodos que permitem calcular a exatidao,
neste caso foi utlizado um método que calcula a percentagem de recuperagdo do analito numa
amostra com concentragdo conhecida. O calculo da % de recuperacdo pode ser visto na
Equacéo 3.9, em que o C,,, representa a concentracdo recuperada do analito na solucdo de

referéncia e o C,.r € a concentragédo conhecida/de referéncia [84].

Equacéo 3.9
obs

%Recupe‘racéo = C p % 100
re

3.8.6 Estabilidade das solucdes

O estudo das estabilidades das solucbes € efetuado para definir as condicBes de
armazenamento e o tempo durante o qual as solu¢des se mantém inalteradas de modo a garantir
resultados reais das analises efetuadas. Deverdo ser testadas varias condicbes de
armazenamento (por exemplo: temperatura ambiente e frigorifico) e também varios periodos de
tempo adequados a duragdo da andlise em causa. A estabilidade de uma solugao é a capacidade
da solugéo, apés um determinado periodo de tempo, dar uma resposta com uma variacgao inferior

a um valor pré-definido relativamente a resposta obtida no tempo zero [84].
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Todo o desenvolvimento experimental foi realizado nos laboratérios do Grupo Azevedos —
Sofarimex, Cacém. Todos os materiais, equipamentos e reagentes foram disponibilizados por
este laborat6rio. A presente dissertacdo tem como objetivo a validacdo de um método analitico
para quantificar a substancia ativa, hidroclorotiazida, em ensaios de dissolucdo para permitir
fazer um estudo comparativo entre 0 medicamento teste e o medicamento de referéncia. Validou-
se 0 método analitico de acordo com a norma “Validation of analytical procedures: Definitions
and Terminology”.

Foram estudados 9 lotes do medicamento de teste e 3 lotes do medicamento de referéncia

(Micardis Plus®) e as respetivas dosagens, sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Lotes analisados neste estudo
Dosagem TEL/HCTZ

Lotes Teste 80/25 mg 80/12,5 mg 40/12,5 mg
40245 x

50209 x

50210 X

50219 X

50220 x

50221 x

50216 x
50217 x

50218 X

Micardis Plus
(Referéncia)
208030 x

502430 X

504200 X
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4.1 Composicao da Formulacao teste

Pode ser observado na Tabela 4.2 a composicdo da formulacdo teste para cada dosagem em

estudo.
Tabela 4.2 - Composi¢ao do Comprimido TEL/HCTZ
Quantidade (mg)
API/Excipientes Dosagem Dosagem Dosagem
(80/25mg) (80/12,5mgq) (40/12,5mg)

Telmisartan 80 80 40
Excipientes 644 644 322

Total da camada TEL 724 724 362
HCTZ 25 12,5 12,5
Excipientes 375 187,5 187,5

Total da camada HCTZ 400 200 200
Massa Total Comprimido 1124 924 562

4.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram:
= Acetonitrilo 299,9 da Merck;
= Acido Cloridrico 237% da Sigma-Aldrich;
= Acido fosférico a 85% da Merck;
= Agua Milli-Q (4gua purificada) da Millipore
» Fosfato de Amadnio Monobdésico da Panreac;
» Hidréxido de Sédio da Eka;

= Metanol da Carlo Erba;

4.3 Materiais

Foram utilizados os seguintes materiais de laboratério ao longo do trabalho:
=  Almofariz
= Balbes volumétricos de 10 mL, 25 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 1L e 5L
= Espatula
= Filtros de papel n® 41 da VWR
= Frascos de vidro
= Funis
» Pipetas Pasteur descartaveis
= Pipetas Volumétricas

= Provetas
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= Seringas
= Tubos de centrifuga

* Vials
4.4 Equipamentos

= Agitador mecanico da Vibromatic

= Aparelho de dissolucéo da Erweka

= Aparelho de ultra-sons da VWR

» Balanga analitica com precisdo +0,20 mg da Mattler Toledo

»= Balanca Microanalitica com preciséo + 0,1 ug da Mettler Toledo (Figura 4.1)

= Centrifuga da Thermo Scientific

= Coluna cromatografica, Ascentis Express C8 5cm x3.0mm 5um (Supelco — Cat: 50377-
U)

= Coluna cromatografica, Luna C8 1002 125x4mm 5um

= Equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Agilent Technologies
modelo 1200 séries, detetor UV, injecdo automética, refrigerado e sistema de aquisi¢éo
de dados

» Placa de gitacdo magnética

= Potencibmetro da Metrohm

45 Métodos

4.5.1 Método de Dissolucéo

Os ensaios de dissolucao feitos no decurso deste trabalho seguem-se pela “Guideline On The
Investigation Of Bioequivalence,2010”.

As condi¢Bes experimentais do ensaio de dissolucdo encontram-se na Tabela 4.3

Tabela 4.3 - Condi¢cdes experimentais do ensaio de dissolucéo
Método de Dissolucéo Cestos de Rede

= Acido Cloridrico 0,AN pH=1,2
= Tampéo Acetato pH =4,5

Meio de Dissolucéo o
= Tampéao Fosfato de potassio pH=6,8

Temperatura 37,0£0,5°C
Tempos de Recolha de amostras 5, 10, 15, 20, 30 e 45 minutos
Velocidade de Dissolugéo 100 rpm
Volume do meio de dissolugéo 900 mL

4.5.1.1 Preparacao de solucdes
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=  Solucdo Hidréxido de Sodio 0,1 M

Pesar rigorosamente cerca de 0,4 g de hidréxido de sédio para um baldo volumétrico de 100

mL. Adicionar cerca de 80 mL de agua purificada e agitar bem até completar a dissolucéo.

Perfazer o volume com o mesmo solvente e agitar bem manualmente.

= Solvente A (Hidroxido de Sédio 0,005M)
Pipetar 10 mL da solucao de hidroxido de s6dio 0,1M para um baldo volumétrico de 200 mL.

Perfazer o volume com metanol e agitar bem manualmente.

=  Solucdo Padrdo Stock

A) Dosagem 80/25 mg Telmisartan/Hidroclorotiazida

Pesar rigorosamente cerca de 44,4 mg de telmisartan padrdo a 100% e 13,9 mg de
hidroclorotiazida padréo a 100% para um bal&o volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca de
70 mL de solvente A e agitar bem até completar a dissolu¢édo. Perfazer o volume com o
mesmo solvente e agitar bem manualmente.

(Creimisartan=0,444mg/mL)

Chiidroclorotiazida=0,139mg/mL)

B) Dosagem 80/12,5 mg Telmisartan/Hidroclorotiazida

Preparacao do padréo de igual forma ao apresentado no ponto A), a exce¢ado que a pesagem
da substéncia ativa de hidroclorotiazida é de metade, ou seja, deve ser pesado 6,95 mg.
(Crelmisartan=0,444mg/mL)

(Chidroclorotiazida=0,0695mg/mL)

C) Dosagem 40/12,5 mg Telmisartan/Hidroclorotiazida

Nesta dosagem faz-se a preparacao de igual forma, a excecdo que se pesam as substancias
ativas em metade do peso, quando comparado com o procedimento em A)
(Crelmisartan=0,222mg/mL)

(Chiidroclorotiazida=0,0695mg/mL)

=  Solucado Padrao/Solucao de referéncia

Pipetar 1 mL da solugao padréo stock para um baldo volumétrico de 10 mL e perfazer o

volume com o meio de dissolucéo. Agitar bem manualmente.
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Figura 4.1 - Balanga Micro Analitica onde se efetuam as pesagens dos padrdes

=  Solucdo Amostra

Colocar 900 mL de meio de dissolu¢cdo em cada copo do aparelho de dissolugéo e esperar
gue a temperatura atinja os 37,0+0,5°C. De seguida colocar em cada um dos cestos 1
comprimido e colocar o aparelho em funcionamento com velocidade de 100 rpm. a cada
tempo apresentado na Tabela 4.3 colher e filtrar 10 mL de amostra. Pipetar 5 mL da solu¢éo
filtrada para um baldo de 10 mL e perfazer com o meio de dissolugéo. Agitar bem.

Pode-se observar nas Figura 4.2 e Figura 4.3 algumas das fases de preparacéo da solucao

amostra explicitas no paragrafo anterior.

Figura 4.2 - Fase da recolha das amostras do aparelho de dissolucéo, ao longo dos tempos e
respetiva filtragem
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Figura 4.3 - Fase de diluicdo das amostras dos varios tempos de recolha

= Fase movel A (Tampao fosfato pH=3,0)

Pesar rigorosamente cerca de 4,0 g de fosfato de amdnio monobésico (NHsH2PO4) para um
baldo volumétrico de 2000 mL. Adicionar 1900 mL &gua purificada e agitar bem até completar

a dissolugdo. Ajustar o pH a 3.00 + 0.05 com &cido fosférico a 85% e perfazer o volume com

0 mesmo solvente. Agitar bem manualmente.

= Fase moével B : Acetonitrilo

4.5.1.2 Meios de dissolucéo

Para o ensaio de dissolucdo, foram utilizadas trés solugbes diferentes que permitem simular o

trato gastro intestinal. Os meios de dissolucdo foram preparados segundo a USP, e pode ser

visto 0 modo de preparacéo na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Modo de prepara¢éo dos Meios de Dissolugéo

Meios de Dissolucéo

Preparacéo

pH=1,2
Acido Cloridrico 0.1N

Mede-se 43 mL de HCI fumante a 37% e transfere-se
esse volume para um baldo volumétrico de 5 L e perfaz-

se com agua. Agitar bem.

pH=4,5

Tampéo Acetato

Num baldo 10 L dissolve-se 63 g de acetato de sédio em
agua destilada e junta-se 90 mL de &acido acético 2M. Ajusta-

se 0 pH e perfaz-se o volume com agua destilada;

pH=6,8

Tampao Fosfato de Potassio

Colocam-se 68 g de fosfato de potassio monobasico 0,2M e
9 g de Hidroxido de sédio 0,2M para um balédo volumétrico de

1L e perfaz-se o volume com agua destilada.
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4.5.1.3 Condi¢cb6es Cromatograficas

O método do HPLC para a quantificagdo da substancia hidroclorotiazida esta descrito na

Farmacopeia Americana. As condi¢cdes cromatograficas de trabalho séo apresentadas a seguir:

A. Equipamento
Cromatografo liquido gradiente equipado com detetor de comprimento de onda
variavel ou detetor DAD e software de suporte.
B. Condigdes Cromatograficas
* Coluna: Ascentis Express C8 5cm x3.0mm 5um (Supelco — Cat: 50377-U)
» Fase Movel: Fase Movel A: Solugdo Tampéao Dihidrogenofosfato Aménio pH 3.0
Fase Mavel B: Acetonitrilo
* A: 270nm Hidroclorotiazida e 298nm Telmisartan
* Volume de Injecéo: 4 pl
* Temperatura da Coluna: 30°C

* Tempo de Analise: 9.70 min

Tabela 4.5 - Gradiente das Fases Mdveis A e B e respetivo fluxo (ml/min)
Tempo (min.) Fase Movel A (%) Fase Movel B (%)  Fluxo (ml/min)

0 85 15 0,6
15 85 15 0,6
151 60 40 0,6
5.00 60 40 0,6
5.01 20 80 1,0
6.20 20 80 1,0
6.21 85 15 0,6
9.70 85 15 0,6

A Equacéo 4.1 permite determinar a percentagem dissolvida da substancia ativa

hidroclorotiazida libertada em cada tempo de ensaio:

Equacéo 4.1 % Dissolvida

Aa Tpadréo 1 (100 - %Perdasecagem ) Vmeio 10
% Dissolvida = — X — X P X X —
% Dissolvida = - X =360~ X 10 100 M,,

x 100

Em que 4, é o valor da média das areas obtidas das amostras, Ap é o valor da média das areas
do padréo, T,qqrs0 € @ toma do padréo (mg), P é a poténcia do padréo, %Perdasecqgem € @ perda
por secagem do padréo, V,,.;, € 0 volume do meio de dissolucdo e M,, € a massa teédrica da

amostra (g).
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No caso do perfil de dissolucdo, em cada tempo é corrigido o volume do meio porque néo é feita
a compensacdo do volume retirado e é também introduzido um novo fator relacionado com a

concentracao da solugcdo no ponto anterior.

4.5.2 Método de Doseamento

O ensaio de doseamento permite avaliar se a quantidade de substancia(s) ativa(s) no produto
acabado esta presente na dosagem pretendida. Apesar de existirem diferentes metodologias, os

métodos cromatogréaficos sdo os mais utilizados como métodos de doseamento.

4.5.2.1 Preparacéo de Solucdes

=  Solucdo Hidréxido de Sédio 0,1 M, Solvente A (Hidréxido de Sédio 0.005M) e Fase mével

A (Tampéo fosfato pH=3.0): Preparados como descrito no ponto 4.5.1.1

= Fase movel: Transferir 500 mL de tampéo fosfato pH 3,0, 250 mL de acetonitrilo e 250
mL de metanol para um bal&o volumétrico de 1000 mL. Agitar bem manualmente.
= Fase mdvel B: Acetonitrilo:Metanol (50:50 v/v)

= Solucdo Padrdo: Pesar rigorosamente cerca de 20 mg de telmisartan padrédo a 100% e

6,25 mg de hidroclorotiazida padrdo a 100% para um baldo volumétrico de 50 mL.
Adicionar 40 mL de solvente A e agitar bem até completar a dissolucdo. Perfazer o
volume com o mesmo solvente e agitar bem manualmente. Pipetar 1 mL da solugéo
anterior para um baldo volumétrico de 10 mL e perfazer o volume com fase mével. Agitar
bem manualmente.

(Creimisartan=0,04mg/mL)

(Chidroclorotiazida=0,0125mg/mL)

=  Solucdo amostra: Pulverizar 20 comprimidos num almofariz. Pesar cerca de 1124 mg de

po, equivalente a 25 mg de hidroclorotiazida para um baldo volumétrico de 100 mL.
Adicionar cerca de 80 mL de solvente A e levar ao aparelho de ultra-sons durante 5
minutos e posteriormente, agitar mais 30 minutos num agitador mecanico. Perfazer o
volume com o solvente A e centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutos.

Pipetar 1 mL do sobrenadante para um balao volumétrico de 20 mL e perfazer o volume
com fase movel. Agitar bem manualmente. Efetuar 2 ensaios.

(Crelmisartan=0,04mg/mL)

(Chiidroclorotiazida=0,0125mg/mL)
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Figura 4.4 - Comprimidos pulverizados Figura 4.5 - Amostras a serem centrifugadas

4.5.2.2 Condi¢Oes cromatograficas

A. Equipamento:

Cromatdgrafo liquido gradiente equipado com detetor de comprimento de onda

variavel ou detetor DAD e software de suporte.

B. Condi¢cOes Cromatogréficas:

Coluna: Luna C8 1002 125x4 mm 5 pm

Fase Movel: Fase Movel A: Solugdo Tampéao pH 3,0

Fase Mdvel B: Acetonitrilo:Metanol (50:50 v/v)

Fluxo: 1.2 mL/min

Volume de Injec&o: 10 ul

A: 270nm (Hidroclorotiazida) e 298 nm (Telmisartan)

Gama de Aquisicdo: 210 a 400 nm

Temperatura da Coluna: 40°C

Tempo de Corrida: 15,5 minutos

Tempo de Retencgdo: Telmisartan - Aproximadamente 8 minutos

Hidroclorotiazida - Aproximadamente 2 minutos

Tabela 4.6 - Gradiente Fase Movel

Tempo (min.) Fase Movel A (%) Fase Movel B (%)

0 85 15

3.5 85 15
3.51 45 55
7.70 45 55
7.71 20 80
12.0 20 80
12.1 85 15
15.5 85 15
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Deve-se introduzir no aparelho a concentracéo real do padréo usado, dada pela Equacéo 4.2

Equacéo 4.2
Cr (Hidroclorotiazida) Q 1 Px(100-H) 100 20 100
==X X=X X — X ——
r (Hidroclorotiazida RET) 100 T 20

Onde @, corresponde ao peso do padrdo de hidroclorotiazida (mg), P a poténcia do padréo de

hidroclorotiazida (mg) e H a humidade do padréo de hidroclorotiazida (%).

4.5.3 Validacdo do Método Analitico para os estudos dos Perfis de
Dissolucéo

Pretende-se validar o método analitico para a quantificacdo de hidroclorotiazida nos ensaios de
dissolucdo, para esse efeito foram estudados os pardmetros de especificidade, linearidade,
gama de trabalho, exatiddo e precisdo. Em todas as solu¢Bes preparadas para os parametros
de validacao foi utilizado como meio de dissolugdo o meio 6timo da substancia ativa, ou seja
acido cloridrico 0,1 N pH 1,2, como especificado na monografia “Telmisartan and
Hydrochlorothiazide”. Todas as solugbes amostra e solu¢cbes padrdo sdo preparadas de acordo
com o explicitado no ponto 4.5.1.1, no entanto apenas se faz uma colheita de amostra ao final

de 45 minutos.
45.3.1 Linearidade e Gama de Trabalho

Inicialmente preparou-se uma solucao padrédo de 80/25 mg TEL/HCTZ como descrito no ponto
4.5.1.1. Afim de avaliar a linearidade prepararam-se 5 solu¢fes a partir da solu¢éo anteriormente
referida, com concentragbes na gama entre 20% e 120% (Tabela 4.7), tendo sido cada uma
delas injetadas trés vezes. Posteriormente, foi construida uma curva de calibracdo com as

concentracdes obtidas por regresséo linear.

Tabela 4.7 - Niveis de Concentragéo para o estudo da Linearidade (formulagdo 80/25 mg TEL/HCTZ)

Concentracdo da Hidroclorotiazida Volume Baldo Volumétrico
solucéo (%) (ug/mL) (mL) (mL)
20 2,78 0,5 250
50 6,95 1 200
80 11,11 2 250
100 13,89 1 100
120 16,67 3 250
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4.5.3.2 Especificidade

Para verificar que o placebo e os solventes ndo apresentam picos cromatograficos no tempo de

retencdo da hidroclorotiazida, foram feitas duas inje¢cdes de cada uma das seguintes solucdes:

= Fase mével (85% Tampao fosfato pH=3 /15% Acetonitrilo);

= Meio de dissolucéo (Acido cloridrico 0,AN pH 1,2);

=  Solvente de dissolucéo (corresponde ao solvente A descrito no capitulo 4.5.1.1);
= Solugéo de Placebo;

» Solugédo padrdo (80/25 mg TEL/HCT), como descrito no capitulo 4.5.1.1

=  Solugdo amostra (80/25 mg TEL/HCT)

Para preparar a solugédo placebo pesaram-se 71,56 mg de placebo de TEL e 41,67 mg de
placebo de HCTZ para um baldo volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 80 mL do meio de
dissolugdo da HCTZ e agitou-se o baldo num agitador mecanico durante 15 minutos.
Posteriormente completou-se o volume com o mesmo solvente e filtrou-se a solugdo. Pipetaram-
se 10 mL da solucao filtrada para um baldo volumétrico de 20 mL e completou-se o volume com

0 meio de dissolugéo da HCTZ. Finalmente, agitou-se manualmente.

45.3.3 Precisao

No ensaio da precisdo foram avaliados os parametros explicitados no ponto 3.8.4
Repetibilidade do equipamento

Preparou-se a solugdo amostra (correspondente a concentracdo de 100% da gama de trabalho)
como descrito no ponto 4.5.1.1. A solucdo preparada foi injetada 6 vezes.

Repetibilidade do método

Foram preparadas 6 amostras independentes correspondentes a 100% das dosagens de 80/25
mg TEL/HCZ e de 40/12,5 mg TEL/HCZ. Cada amostra foi injetada 3 vezes.

Precisdo Intermédia

Prepararam-se 6 amostras independentes conforme descrito no ponto 4.5.1.1 para as dosagens
de 80/25 mg TEL/HCZ e para a de 40/12,5 mg TEL/HCZ em dois dias diferentes, por analistas

diferentes que foram analisadas em equipamento diferentes. Cada amostra foi injetada 3 vezes.

45.3.4 Exatidao

A exatidao foi estudada para a dosagem 80/25 mg TEL/HCZ, para amostras conhecidas para
guatro niveis de concentragcao 25%, 50%, 100% e 120%. Para cada nivel prepararam-se trés

amostras e cada amostra foi injetada 3 vezes.
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Trituraram-se 20 comprimidos correspondentes a formulacdo em estudo e fez-se o seu
doseamento, como explicitado no ponto 4.5.2. De seguida pesou-se 0 correspondente a cada

nivel de concentracado como representado na Tabela 4.8. Cada amostra foi injetada 3 vezes.

Tabela 4.8 - Niveis de Concentracao para o Estudo de Exatidéo

Concentracéo Telmisartan Hidroclorotiazida
(%) (mg) (mg)
120% 96 30
100% 80 25
50% 40 12,5
25% 20 6,25

4.5.3.5 Estabilidade das Solucgbes

Pretende-se avaliar a estabilidade de uma solucdo padrédo e de uma solugdo amostra, ambos
tém presentes os dois principios ativos (TEL e HCTZ). Para este efeito prepararam-se estas
solucdes para as dosagens de 80/25 mg e 40/12,5 mg, e dissolveram-se no meio de dissolugéo
otimo da substancia ativa em estudo, HCTZ.

Prepararam-se 7 vials para cada uma destas solu¢des.

1. Um vial de cada solugéo foi analisado logo no imediato. Dos restantes 6 vials de cada
solugdo, 3 vials foram mantidos a temperatura ambiente e os outros 3 vials foram
guardados no frigorifico.

2. As solugdes de amostra foram quantificadas as Oh, 24h, 48h e 72h, com uma solugéo
de padrao, preparada diariamente.

3. Assolucdes padrao foram quantificadas as 24h, 48h e 72h, com uma solugéo de padréo,

preparada diariamente.

44



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

5.1 Resultados da Validacdo do método analitico

5.1.1

Especificidade

Da Figura 5.1 a Figura 5.6 estdo representados os cromatogramas obtidos para a avaliagao

especificidade.
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Figura 5.1 - Cromatograma Correspondente a Fase Mével
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Figura 5.2 - Cromatograma Correspondente ao Meio de Dissolucdo de HCTZ pH 1,2
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VWD1 A, Wavelength=270 nm (TELM_HCZ\1506160000016.D)
mAU ]

175
150

125

0.499

100+

754

50

254

7658

B8.647

17451

rn—
o

miry

Figura 5.3 - Cromatograma Correspondente ao Solvente A
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Figura 5.4 - Cromatograma Correspondente a Solu¢ao Placebo
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Figura 5.5 - Cromatograma Correspondente a Solugao Padrao 80/25 mg TEL/HCTZ pH 1,2

46




VWD1 A, Wavelength=270 nm (TELM_HCZ\1506160000023.D)
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Figura 5.6 - Cromatograma Correspondente a Solugdo Amostra 80/25 mg TEL/HCTZ pH 1,2

Verifica-se que o método é especifico para a hidroclorotiazida, uma vez que cumpre o critério de
aceitacao definido, isto é, ndo ha picos cromatograficos interferentes no tempo de retencéo da

hidroclorotiazida.

5.1.2 Linearidade e Gama de Trabalho

Na Tabela 5.1 observam-se as diferentes concentra¢des do padrao (20% - 120%), a média das
respostas obtidas e o respetivo valor de RSD (%). A Figura 5.7 representa graficamente a

regresséo linear das respostas da hidroclorotiazida e a respetiva equacéo da reta.

Tabela 5.1 - Concentragao do Padrao e respetiva Resposta

Concentragéo Concentragéo Resposta RSD
(%) (ng/ml) (mAU*s) (%)
20 2,76 54,17 0,20
50 6,90 149,50 0,31
80 11,05 236,42 0,12
100 13,81 308,61 0,06
120 16,57 358,06 0,09
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Figura 5.7 - Reta de Calibracéo da Hidroclorotiazida

Na Tabela 5.2 apresenta-se o resumo dos resultados do ensaio de linearidade para a

hidroclorotiazida. Na Figura 5.8 pode-se observar a distribuicdo dos residuos.

Tabela 5.2 - Resultados do ensaio de Linearidade (80/25mg TEL/HCTZ)

Parametro Resultado
Limite do declive superior no ICos 23,87
Limite do declive inferior no ICos 20,60
Limite de intercecédo superior no 1Cgsy 12,75
Limite de intercecéo inferior no ICgse -24,35
Coeficiente de correlagéo (r) 0,99
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,99
10 4
8 1 2
6 -
g 4
3
T 2 *
[
-4 0 T T T 1
20 . 5 10 15 20
4 2 o
6 - Concentragdo (ug/mL)

Figura 5.8 - Distribuicdo Residual

Os resultados obtidos através da regressédo linear na gama de 2,76 pg/mL a 16,57 pg/mL,
permitem concluir que o método € linear e que cumpre os critérios de aceitagcao definidos:

= 120,99, logo o ensaio é valido;
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= Andlise dos residuos apresenta uma distribuicdo aleatéria em torno de zero;
» Os limites de intersecao, para um ICos%, contém o valor zero, pelo que a reta passa na
origem;
= Os limites do declive, para um ICos%, N0 contém o valor zero, indicam que a reta tem
declive, logo que existe proporcionalidade;
Em relagdo a gama de trabalho, esta fica estabelecida num intervalo de concentracfes de 2,76
pg/mL a 16,57 pg/mL.

5.1.3 Precisao

5.1.3.1 Repetibilidade do Equipamento

Para avaliar este parametro realizaram-se 6 inje¢cdes de uma solucéo de concentracéo de 100%
e calculou-se o desvio padrao relativo das areas e dos tempos de retencgéo.

Os resultados da repetibilidade do equipamento podem ser observados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Resultados obtidos no ensaio de Repetibilidade do Equipamento

Iniecio Areas TR
1€6 (MAU *s) (min)
#1 344,12 0,89
#2 343,15 0,89
#3 343,52 0,89
#4 342,65 0,89
#5 342,97 0,90
#6 342,93 0,90

Média 343,23 0,89

Desvio padréo 0,53 0,01
RSD (%) 0,15 1,12

Os resultados obtidos para o ensaio de repetibilidade do equipamento cumprem o critério de
aceitacao definido quer para as areas como para o tempo de retengéo:

= Desvio padréo relativo < 2,0%

5.1.3.2 Repetibilidade do método

O resumo dos resultados obtidos do ensaio da repetibilidade do método para as formulagbes de
80/25 mg e 40/12,5 mg TEL/HCTZ, podem ser vistos na Tabela 5.4 e Tabela 5.5 respetivamente.
Os resultados entre as 3 amostras sdo expressos em termos da média, desvio padréo e desvio
padréo relativo (RSD). O total dos resultados entre as 6 amostras € expresso em termos do

desvio padrao relativo.
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Tabela 5.4 - Repetibilidade do Método para 80/25mg TEL/HCTZ

Amostra Areas
(mAU *s)

#1 343,60

#H2 339,29

#3 342,23

#4 345,40

#5 328,44

#6 334,28

Média 338,87
DP 6,43
RSD (%) 1,90

Tabela 5.5 - Repetibilidade do Método para 40/12,5 mg TEL/HCTZ

Amostra Areas
(mAU *s)
#1 171,62
#2 170,90
#3 173,47
#4 172,76
#5 173,148
#6 174,75
Média 172,77
DP 1,37
RSD (%) 0,79

Pela andlise dos resultados, para ambas as formulacdes verifica-se que os valores de desvio
padrdo (RSD) obtidos para cada dia cumprem os critérios de aceitagao:
= RSD=< 3,0% para o total das amostras

5.1.3.3 Precisao intermédia

O resumo dos resultados obtidos do ensaio de precisao intermédia para as formula¢des de 80/25
mg e 40/12,5 mg TEL/HCTZ podem ser vistos na Tabela 5.6 e Tabela 5.7 respetivamente. Os
resultados entre as 6 amostras sao expressos em termos da média, desvio padrdo e desvio
padréo relativo (RSD). O total dos resultados entre as 12 amostras é expresso em termos do

termos da média, desvio padréo e desvio padréo relativo (RSD).
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Tabela 5.6 - Precisdo Intermédia do ensaio para 80/25mg TEL/HCTZ
Concentracéo (%)

Amostra Analista 1/Equipamento 1/Dia 1 Analista 2/Equipamento 2/Dia 2
#1 102,74 101,71
#2 101,45 101,89
#3 102,33 104,03
#4 103,28 105,29
#5 98,20 100,40
#6 99,95 102,94
Média 101,32 102,71
DP 1,92 1,76
RSD (%) 1,90 1,71
Média 12 Amostras 102,02
DP 12 Amostras 1,90
RSD (%) 12 amostras 1,86

Tabela 5.7 - Precisdo Intermédia do ensaio para 40/12,5mg TEL/HCTZ
Concentracéo (%)

Amostra Analista 1/Equipamento 1/Dia1  Analista 2/Equipamento 2/Dia 2
#1 99,37 103,84
#2 102,11 106,15
#3 103,65 106,13
#4 103,22 107,22
#5 103,45 104,64
#6 104,41 104,34
Média 102,70 105,39
DP 1,79 1,31
RSD (%) 1,75 1,24
Média 12 Amostras 104,04
DP 12 Amostras 2,05
RSD (%) 12 Amostras 1,97

Pela analise dos resultados, para ambas as concentragdes (80/25 mg e 40/12,5mg TEL/HCTZ)
verifica-se que os valores de desvio padrdo (RSD) obtidos para cada analista e inter-analista
cumprem os critérios de aceitacao:

= RSD< 2,0% para cada analista

= RSD< 2,5% para inter-analistas

5.1.4 Exatidao

Através da Tabela 5.8 pode-se observar os resultados obtidos para a exatiddo do ensaio, este
ensaio foi avaliado para quatro niveis de concentracao. Os resultados sdo expressos em termos

da média, desvio padrao e desvio padrédo relativo (RSD).
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Tabela 5.8 - Resultados para o ensaio de Exatidéo
Niveis de Concentracao

25% 50% 100% 120%
99,47 99,11 99,70 98,06
Recuperacéo (%) 99,17 100,56 98,58 99,07
102,99 99,12 99,47 95,60
Média 10,54 99,60 99,25 97,58
DP 2,13 0,83 0,59 1,78
RSD (%) 2,12 0,83 0,59 1,83
12 Determinacdes
Média 99,24
DP 1,69
RSD (%) 1,70

Os resultados obtidos no ensaio de exatiddo cumprem o critério de aceita¢do definido para a

recuperacao nos quatro niveis de concentracao.

Critério de aceitacao:

= A percentagem de recuperacdo da substancia ativa estd compreendida entre 95% e

105%;

5.1.5 Estabilidade das solucdes

Na Tabela 5.9 esta representado os resultados obtidos para o ensaio de estabilidade da solu¢éo

padrdo e da solugdo amostra da hidroclorotiazida.

Tabela 5.9 - Resumo dos resultados obtidos para o ensaio de estabilidade da Hidroclorotiazida

Temperatura Ambiente Refrigerada
Tempo (h) 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Solucao Padrao (%)
(80/25 mg TEL/HCTZ) 100,89 100,40 98,22 100,85 100,27 99,04
Variagao (%) -0,89 -0,40 1,78 -0,85 -0,27 0,96
Solucdo Amostra (%)
(80/25 mg TEL/HCTZ) 99,58 99,13 99,00 100,01 100,98 100,43
Variagao (%) 0,42 0,87 1,00 -0,01 -0,98 -0,43
Solucdo Amostra (%)
(40/12,5 mg TEL/HCTZ) 100,15 92,44 98,58 99,72 93,98 100,34
Variagao (%) -0,15 7,56 1,42 0,28 6,02 -0,34
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= Asolucdo padrao é estavel por um periodo de 72h a temperatura ambiente e refrigerada,
pois a variacao é inferior a 3%.

= A solucdo amostra 80/25 mg é estavel por um periodo de 72h a temperatura ambiente e
refrigerada, pois a variacao é inferior a 3%.

= A solugdo amostra 40/12,5 mg é estavel por um periodo de 72h para a temperatura
ambiente e refrigerada, embora tenha sido obtida as 48h uma variagao superior ao limite
definido de 3%. Trata-se de um comportamento anormal que deve ser verificado com
novos ensaios. No entanto, de acordo com os resultados obtidos as 72h e com as
tendéncias do padréo e das amostras de 80/25 mg a estabilidade destas amostras pode

ser considerada pelo mesmo periodo de 72h.

5.2 Resultados da Comparacéo de Perfis de Dissolucao

Ao longo deste subcapitulo serdo avaliados os resultados obtidos nos perfis de dissolugdo para
os lotes estudados, apresentados na Tabela 4.1. Pretende-se avaliar o perfil de dissolucdo de
cada lote em diferentes meios de dissolugdo, nomeadamente pH 1,2; pH 4,5 e pH 6,8.

O estudo foi constituido de 2 etapas a saber:

Primeiramente avaliou-se o perfil de dissolucdo de cada lote teste/dosagem e dos respetivos
medicamentos de referéncia, de modo a avaliar a homogeneidade da formulacdo e
posteriormente, calculou-se o grau de semelhanca entre o produto teste e o medicamento de
referéncia através do célculo do fator de similaridade (f.).

Estdo apresentados nos graficos e tabelas os resultados obtidos para os diferentes meios de
dissolucdo, e estes sdo expressos em termos de percentagem média de substancia ativa

dissolvida ao longo do tempo para 12 unidades.

5.2.1 Meio de dissolucgéo: HCI 0,AN pH 1,2

Dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.9 estéo representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de referéncia
na dosagem de 80/25 mg e no meio HCL 0,1 N pH 1,2. Os valores de dissolu¢éo obtidos séo
superiores a 85% aos 15 minutos e apresentam valores de RSD dentro dos limites especificados
para o estudo (Tabela 5.10). De acordo com a “Guideline on the Investigation of Bioequivalence”,
guando isto se verifica os perfis de dissolugdo séo considerados similares e ndo é necessario
recorrer ao célculo do fator de similaridade (f2).

Portanto, conclui-se que os medicamentos testes e referéncia sdo semelhantes no meio de
dissolu¢do HCL 0,1 N pH 1,2.
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Tabela 5.10 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 80/25 mg, em pH 1,2

Lotes
Micardis Plus®
Tempo SFX 40245 SFX 50209 SFX 50210
] 208030
(min) . . : .
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 73,93 4,74 64,90 7,65 76,56 10,15 63,73 7,87
10 86,97 6,20 84,34 4,79 94,35 5,59 79,87 5,46
15 90,34 5,80 92,96 3,53 100,84 7,81 86,50 4,16
20 92,23 5,74 96,30 3,68 101,34 5,76 9,26 3,13
30 94,31 4,20 100,70 3,54 102,41 4,89 93,93 1,77
45 96,66 2,77 101,09 3,84 104,23 5,10 95,78 1,83
120,0 -
100,0 -
o 80,0 1
A=l
2 60,0 -
2
Q 40,0 -
X
20,0 -
0,0 T T T T
0 10 20 30 40
Tempo (min)
40245 TEL+HCTZ 80+25mg 50209 TEL+HCTZ 80+25mg
50210 TEL+HCTZ 80+25mg 208030 Micardis Plus 80+25mg

Figura 5.9 - Perfil de Dissolucdo HCTZ pH 1,2 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/25 mg
TEL/HCTZ)

Dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.10 estdo representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de
referéncia na dosagem de 80/12,5mg e em HCL 0,1 N pH 1,2. Os valores de dissolucao obtidos
sdo superiores a 85% aos 15 minutos e apresentam valores de RSD dentro dos limites
especificados para o estudo (Tabela 5.11). A semelhanca do que foi concluido na dosagem
anterior, os medicamentos testes e referéncia sdo semelhantes no meio de dissolu¢gao HCL 0,1
N pH 1,2.
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Tabela 5.11 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem 80/12,5 mg em pH 1,2

Lotes
Micardis Plus®
Tempo SFX 50219 SFX 50220 SFX 50221
. 502430
(min) . . . .
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 69,15 8,92 63,07 9,74 69,52 6,75 71,99 3,63
10 89,70 4,37 86,36 6,26 87,70 5,10 86,21 1,51
15 95,96 3,79 96,28 3,81 94,72 4,01 90,61 1,82
20 99,09 3,40 100,35 3,91 98,44 3,16 92,73 1,56

30 100,94 3,81 102,72 4,37 101,45 1,83 94,52 1,85
45 102,29 3,86 103,80 4,01 102,54 1,06 95,92 1,33

120 -
100 +
o 80 1
=
S
©° 60 4
"
2
o 40
xX
20
0 T T T T
0 10 20 30 40
Tempo (min)
50219 TEL+HCTZ 80+12,5mg 50220 TEL+HCTZ 80+12,5mg
50221 TEL+HCTZ 80+12,5mg 502430 Micardis Plus 80+12,5mg

Figura 5.10 - Perfil de Dissolugao HCTZ pH 1,2 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/12,5 mg
TEL/HCTZ)

Dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.11 estdo representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de
referéncia na dosagem de 40/12,5mg e em HCL 0,1 N pH 1,2. A semelhanca do que foi concluido
para as dosagens anteriores, os medicamentos teste e referéncia sdo semelhantes no meio de
dissolugdo HCL 0,1 N pH 1,2 e apresentam valores de RSD dentro dos limites especificados para
0 estudo (Tabela 5.12).
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Tabela 5.12 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 40/12,5 mg em pH 1,2;

Tempo

(min)

10
15
20
30
45

% Dissolvida

Lotes
Micardis Plus
SFX 50216 SFX 50217 SFX 50218
544200
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
66,26 8,24 63,28 3,60 95,3 2,60 77,53 2,97
83,98 4,15 83,87 2,14 97,8 2,41 92,85 3,72
89,93 2,60 91,93 2,28 96,2 3,00 96,77 4,99
92,36 2,60 94,93 2,41 93,1 2,12 98,99 5,21
92,68 3,23 97,70 1,58 92,2 1,06 100,22 6,65
93,77 1,96 99,13 1,24 94,2 3,46 100,59 7,66
120,0 -
100,0 -
80,0 1
60,0 +
40,0 A
20,0
0,0 n T T T T
0 10 20 30 40
Tempo (min)
50216 TEL+HCTZ 40+12,5mg 50217 TEL+HCTZ 40+12,5mg
50218 TEL+HCTZ 40+12,5mg 544200 Micardis Plus 40+12,5mg

Figura 5.11 - Perfil de Dissolugao HCTZ pH 1,2 dos trés lotes teste e o de referéncia (40/12,5 mg

TEL/HCTZ)

5.2.2 Meio de Dissolucéo: Tampé&o Acetato pH 4,5

Dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.12 estdo representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de

referéncia na dosagem de 80/25mg em tampdao acetato pH 4,5. Neste meio verifica-se que o

produto de referéncia ndo apresenta uma percentagem dissolvida superior a 85% em 15 minutos,

logo o célculo de similaridade é aplicavel a todos os lotes dos medicamentos teste,

independentemente da percentagem dissolvida ao final dos 15 minutos. Além disso, apresentam

valores de RSD dentro dos limites especificados para o estudo (Tabela 5.13)

56



Os valores obtidos de fator de similaridade, estdo compreendidos no intervalo 50-100 (Tabela
5.14), o que segundo a mesma Guideline permite concluir que os lotes em estudo séo

considerados similares com o de referéncia.

Tabela 5.13 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem 80/25 mg em pH 4,5

Lotes
Micardis Plus®
Tempo SFX 40245 SFX 50209 SFX 50210
. 208030
(min)
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 66,44 8,75 57,35 8,23 68,85 7,34 51,73 15,20
10 82,45 6,27 68,15 5,65 78,72 4,56 72,73 6,77
15 87,46 5,51 72,53 4,48 81,11 4,77 81,66 4,83
20 90,32 4,70 76,38 7,97 84,97 4,16 86,35 3,07
30 92,88 4,28 83,74 6,03 87,43 2,98 90,03 1,89
45 94,66 2,71 88,63 5,16 92,73 10,06 92,59 1,45
100 - R
90 o ®
30 | /—"‘,
o 70 P
2 60 -
© 50
2 40 4
¥ 30 -
20 A
10 -
0 T T T T
0 10 20 30 40
Tempo (min)
—0— 40245 TEL+HCTZ 80+25mg 50209 TEL+HCTZ 80+25mg
50210 TEL+HCTZ 80+25mg 208030 Micardis Plus 80+25mg

Figura 5.12 - Perfil de Dissolu¢cdo HCTZ pH 4,5 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/25 mg
TEL/HCTZ)

Tabela 5.14 - Determinacéo do fator de similaridade 80/25 mg (TEL/HCTZ), pH 4,5

Dosagem 80/25 mg (TEL/HCTZ) - pH 4,5 fz Similaridade

40245 51,02 Sim
50209 55,30 Sim
50210 54,10 Sim
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Dosagem 80/12,5 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.13 est@o representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de
referéncia na dosagem de 80/12,5mg em tampéo acetado pH 4,5. Os valores de dissolugéo
obtidos sdo superiores a 85% aos 15 minutos e apresentam valores de RSD dentro dos limites
especificados para o estudo (Tabela 5.15). De acordo com a “Guideline on the Investigation of
Bioequivalence”, quando isto se verifica os perfis de dissolu¢éo sdo considerados similares e ndo
€ necessario recorrer ao calculo do fator de similaridade (f;). Portanto, conclui-se que os

medicamentos testes e referéncia sdo semelhantes no meio de dissolucdo pH 4.5.

Tabela 5.15 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem 80/12,5 mg em pH 4,5

Lotes
Micardis Plus®
Tempo SFX 50219 SFX 50220 SFX 50221
. 502430
(min)
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 74,67 7,54 67,59 12,91 65,66 8,92 77,89 5,25
10 90,51 9,07 84,04 9,68 84,63 8,09 93,11 3,29
15 97,66 6,06 91,90 7,74 89,22 6,85 97,67 3,81

20 100,49 6,22 94,28 6,29 91,05 7,18 99,05 4,33
30 101,89 5,53 95,69 7,55 94,57 5,27 101,37 4,23
45 102,64 5,36 96,73 6,05 96,18 4,67 102,22 3,62

120 4
100 -
80 +
60 -

40 -

% Dissolvida

20

0 T T T T
0 10 20 30 40
Tempo (min)
50219 TEL+HCTZ 80+12,5mg 50220 TEL+HCTZ 80+12,5mg
50221 TEL+HCTZ 80+12,5mg 502430 Micardis Plus 80+12,5mg

Figura 5.13 - Perfil de Dissolu¢ao HCTZ pH 4,5 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/12,5 mg
TEL/HCTZ)
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Dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.14 estdo representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de
referéncia na dosagem de 40/12,5mg em tampdo acetado pH 4,5. Verifica-se que nesta
dosagem, o produto de referéncia apresenta valores de dissolucao superiores a 85% em 15
minutos. O mesmo comportamento nao se verifica nos lotes do produto teste. Apenas o lote
50217 apresenta similaridade com o produto de referéncia. Calculou-se o fator de similaridade
(f2) para os lotes 50216 e 50218 e estes valores ndo estdo dentro do intervalo especificado, logo
néo sdo semelhantes ao produto de referéncia (Tabela 5.17).

Tendo em conta que todos os lotes do produto teste utilizaram o mesmo lote de APl —
Hidroclorotiazida, tais diferencas deverdo ser investigadas, uma vez que estes lotes
apresentaram um comportamento anormal em relagdo ao espectavel para esta molécula neste
pH, tal como pode ser observado nas dissolucdes realizadas nos lotes das outras dosagens
neste mesmo meio. Devera assim ser confirmado se os valores obtidos sdo resultantes de um
erro analitico ou se sé@o devidos a outros fatores, como por exemplo os pardmetros usados
durante o processo de compressao tal como é sugerido por Ibrahim que refere que a forca de
compressdo usadas tém uma grande influéncia na porosidade, dureza e desagregacdo do
comprimido, sendo que a combinacéo destes fatores se reflete na velocidade de dissolucéo [85].

Tabela 5.16 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 40/12,5 mg em pH 4,5;

Lotes

Micardis Plus®

Tempo 50216 50217 50218

) 544200
(min)

Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
59,37 7,10 74,29 4,19 57,36 13,79 77,85 3,98
10 71,73 7,61 88,58 4,12 72,22 10,54 94,29 2,36
15 74,66 5,69 92,38 5,41 78,52 9,10 99,70 3,07
20 76,91 6,86 94,46 6,30 82,74 8,11 101,82 2,20
30 77,88 5,94 96,02 4,98 87,59 7,24 103,75 1,75
45 79,56 5,16 97,77 5,23 90,92 7,06 104,62 1,76
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50218 TEL+HCTZ 40+12,5mg 544200 Micardis Plus 40+12,5mg

Figura 5.14 - Perfil de Dissolu¢cdo HCTZ pH 4,5 dos trés lotes teste e o de referéncia (40/12,5 mg
TEL/HCTZ)

Tabela 5.17 - Determinacgao do fator de similaridade 40/12,5 mg (TEL/HCTZ), pH 4,5

Dosagem 40/12,5 mg Lo
(TEL/HCTZ) fa Similaridade
50216 31,16 Nao
50218 35,03 Nao

5.2.3 Meio de Dissolucédo: Tampéao Fosfato de Potassio pH 6,8

Dosagem 80/25 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.15 estdo representados os perfis de dissolugcdo, para os produtos teste e de
referéncia na dosagem de 80/25mg em fosfato pH 6,8. Nao sendo este o meio de pH ideal para
a dissolucdo da HCTZ, pode-se observar que tanto o produto de referéncia como os produtos
testes apresentam dissolucdes lentas e incompletas ao final do tempo estipulado de dissolucéo.
Recorrendo ao célculo do fz, os produtos ndo sdo semelhantes, uma vez que os valores de f;
séo inferiores a 50 (Tabela 5.19). No entanto, este facto ndo é considerado relevante para a
submisséo do produto aos estudos de bioequivaléncia in vivo, uma vez que no local de absorcéo
desta molécula o pH é inferior a 6,8, estando assim a molécula completamente dissolvida tal

como demonstrado anteriormente.
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Tabela 5.18 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 80/25 mg em pH 6,8;

Lotes
Micardis Plus®
Tempo SFX 40245 SFX 50209 SFX 50210
) 208030
(min) : . : .
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 50,11 4,74 40,70 6,14 49,09 7,97 57,71 8,98
10 61,21 8,91 47,07 6,53 56,32 7,17 78,10 5,50
15 63,44 4,49 50,58 5,95 60,95 6,77 80,77 2,91
20 65,56 4,61 54,14 5,48 63,28 5,16 84,73 2,78
30 70,48 4,22 57,79 5,34 67,02 5,18 88,09 2,66
45 74,91 3,74 63,81 4,51 72,67 7,51 90,71 1,86
100 -
90
80 - N
% 70 + N 4
S 60 +
2 50 /
8 40
D\° 30 -
20 +
10 -
0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (min)
=4 40245 TEL+HCTZ 80+25mg 50209 TEL+HCTZ 80+25mg
50210 TEL+HCTZ 80+25mg 208030 Micardis Plus 80+25mg

Figura 5.15 - Perfil de Dissolugdo HCTZ pH 6,8 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/25 mg
TEL/HCTZ)

Tabela 5.19 - Determinacéo do fator de similaridade 80/25 mg (TEL/HCTZ), pH 6,8
Dosagem 80/25 mg (TEL/HCTZ) - pH 6,8 fa Similaridade

40245 39,72 N&o
50209 27,54 N&o
50210 36,01 N&o
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Dosagem 80/12,5mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.16 estdo representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de
referéncia na dosagem de 80/12,5 mg em fosfato pH 6,8. A semelhanca do que se verificou na
dosagem anterior (80/25 mg) o produto apresenta valores de f, inferiores a 50 (Tabela 5.21), ndo
sendo semelhante ao medicamento de referéncia. Tal como para a dosagem anterior, este facto
nao é relevante para a submisséo do produto aos estudos de bioequivaléncia in vivo, uma vez
qgue no local de absorcdo desta molécula o pH é inferior a 6,8, estando assim a molécula

completamente dissolvida tal como demonstrado anteriormente.

Tabela 5.20 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 80/12,5 mg em pH 6,8;

Lotes
Micardis Plus®
Tempo SFX 50219 SFX 50220 SFX 50221
. 502430
(min)
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 60,41 12,68 53,49 10,37 52,96 8,73 74,50 4,05
10 71,24 10,98 64,48 9,65 65,08 9,96 85,79 2,83
15 77,14 10,66 69,10 7,12 71,48 9,95 | 90,04 2,36
20 80,49 9,65 75,42 8,80 75,59 8,84 93,05 2,62
30 84,72 8,34 79,82 8,63 80,51 8,92 95,07 2,37
45 86,87 7,91 83,24 8,74 84,33 9,85 96,52 1,69
120 -
100 -
§ 80 -+
—§ 60 |
.‘é 40 -
N
20 A
0 T T T T
0 10 20 30 40
Tempo (min)
50219 TEL+HCTZ 80+12,5mg 50220 TEL+HCTZ 80+12,5mg
50221 TEL+HCTZ 80+12,5mg 502430 Micardis Plus 80+12,5mg

Figura 5.16 - Perfil de Dissolu¢do HCTZ pH 6,8 dos trés lotes teste e o de referéncia (80/12,5 mg
TEL/HCTZ)
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Tabela 5.21 - Determinacgao do fator de similaridade 80/12,5 mg (TEL/HCTZ), pH 6,8

Dosagem 80/12,5 mg (TEL/HCTZ) - pH 6,8 fz Similaridade

50219 45,12 N&o
50220 36,61 N&o
50221 37,44 N&o

Dosagem 40/12,5 mg TEL/HCTZ

Na Figura 5.17 estdo representados os perfis de dissolucdo, para os produtos teste e de
referéncia na dosagem de 40/12,5 mg em fosfato pH 6,8. Apesar de ter sido referido
anteriormente que este meio de pH nado é o ideal para a dissolugdo da HCTZ, verifica-se uma
maior dissolugéo nesta dosagem da molécula de HCTZ tanto do produto de referéncia como dos
produtos teste. Tal facto pode ser explicado pela menor massa total do comprimido, o que origina
uma menor saturacéo do meio, aumentando o seu poder de dissolugéo.

Neste caso verifica-se entdo um aumento da percentagem dissolvida, verificando-se deste modo
que todos os lotes sdo semelhantes seja, por apresentarem uma dissolucdo superior a 85% em

15 minutos, quer seja pelo célculo de f; (Tabela 5.23).

Tabela 5.22 - Valores médios de % Dissolvida de HCTZ na dosagem de 40/12,5 mg em pH 6,8;

Lotes
Micardis Plus®
Tempo SFX 50216 SFX 50217 SFX 50218
_ 544200
(min)
Média RSD Média RSD Média RSD Média RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75,74 9,02 67,18 13,03 59,51 11,38 73,43 3,93
10 86,24 8,16 77,51 8,94 71,94 12,55 84,84 2,10
15 91,03 8,16 82,99 7,40 80,50 10,00 89,72 1,96
20 94,42 8,40 86,81 5,54 85,07 9,29 91,87 2,20
30 96,57 8,86 90,34 3,78 91,90 7,70 93,04 2,06
45 97,88 8,24 92,44 3,72 94,77 6,26 96,30 1,38
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50216 TEL+HCTZ 40+12,5mg 50217 TEL+HCTZ 40+12,5mg
50218 TEL+HCTZ 40+12,5mg 544200 Micardis Plus 40+12,5mg

Figura 5.17 - Perfil de Dissolu¢cdo HCTZ pH 6,8 dos trés lotes teste e o de referéncia (40/12,5 mg
TEL/HCTZ)

Tabela 5.23 - Determinacéo do fator de similaridade 40/12,5 mg (TEL/HCTZ) — pH 6,8

Dosagem 40/12,5 mg (TEL/HCTZ) - pH 6,8 fz Similaridade

50217 59,44 Sim

50218 50,05 Sim

Avaliando de uma forma geral os resultados pode-se observar que para cada dosagem os lotes
produzidos apresentam consisténcia e homogeneidade, uma vez que nos trés meios testados o0s
comportamentos sdo semelhantes entre eles. A Unica excecdo a esta homogeneidade é
encontrada no perfil de dissolu¢do na dosagem 40/12,5 mg (TEL/HCTZ) no tampé&o acetato pH
4,5, no qual se observa uma grande diferenca nos 3 lotes ao nivel das quantidades de HCTZ
dissolvida ao longo dos varios tempos, que se traduz no facto de apenas um dos 3 lotes ser
considerado similar ao produto referéncia. Sendo estes resultados tdo diferentes dos resultados
esperados e também dos resultados obtidos nas dissolu¢des dos lotes das restantes dosagens
devera ser realizada uma repeticdo destas analises para despistar um possivel problema
analitico uma vez que ndo era espectavel que estes lotes apresentassem um comportamento
téo diferente.

Comparando os resultados obtidos por meio de dissolugdo verifica-se que nos meios de
dissolugdo com pH 1,2 e com pH 4,5 o comportamento dos varios lotes das diferentes dosagens
€ semelhante tendo sido todos os lotes considerados similares as respetivas referéncias em
ambos os meios. A (nica excecdo sao novamente os dois lotes da dosagem de 40/12,5mg
(TEL/HCTZ) que apresentaram dissolu¢des mais lentas e incompletas, tal como foi ja referido

anteriormente.
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No meio de dissolucdo com pH 6,8 € novamente observado um comportamento diferente nos
lotes da dosagem 40/12,5 mg (TEL/HCTZ). Como foi referido, este ndo é o meio ideal para a
dissolucdo da HCTZ e por esse motivo as dosagens mais elevadas, 80/25 mg (TEL/HCTZ) e
80/12,5 mg (TEL/HCTZ), apresentaram uma maior dificuldade para se dissolverem
completamente, possivelmente devido ao facto dos excipientes presentes na camada do
Telmisartan contribuirem mais nestas dosagens para uma maior saturagdo do meio. Uma vez
que nestas duas dosagens as dissolu¢des foram mais lentas do que as observadas no produto
referéncia ndo foi possivel considera-las similares aos respetivos produtos de referéncia. Em
relacdo a dosagem de 40/12,5 mg (TEL/HCTZ), apesar destes comprimidos possuirem a mesma
quantidade de HCTZ do que na dosagem 80/12,5 mg (TEL/HCTZ), a massa total dos
comprimidos desta dosagem é significativamente inferior a massa dos comprimidos das outras
duas dosagens, havendo assim uma menor saturagdo do meio que permitiu uma maior
percentagem dissolvida e rapida dissolu¢do do que nos outros lotes. Esta alteracdo nos perfis
de dissolucdo dos lotes desta dosagem fez com que, ao contrério das outras dosagens, estes

lotes tivessem sido considerados similares ao produto referéncia.
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0. CONCLUSAO

Face aos resultados obtidos na validagdo do método analitico, conclui-se o seguinte:

O método é especifico, pois ndo existem picos a interferir no mesmo tempo de retencao
da substéncia hidroclorotiazida;

A linearidade foi verificada entre as concentracbes de 2,78 e 16,67 (ug/mL),
correspondentes ao intervalo entre 20 e 120% da concentracdo de trabalho;

Em relacdo a repetibilidade do equipamento encontra-se validado uma vez que os
valores de RSD séo inferiores a 2%;

A repetibilidade do método encontra-se validada, uma vez que cumpre os critérios de
aceitacao definidos, ou seja, o0 RSD < 3,0% para o total das amostras;

Na analise da precisdo intermédia, esta metodologia encontra-se validada uma vez que
ao fazer-se variar os dias, 0 equipamento e o analista verificou-se que o valor de RSD é
inferior a 2% para cada analista e 2,5% para os resultados globais dos dois analistas;
Relativamente a exatiddo do método, foram realizados ensaios de recuperacgdo, para
diferentes niveis de concentragéo tendo sido observadas percentagens de recuperacao
do ativo para cada nivel de concentracdo dentro dos limites de 95% -105%. Este

parametro encontra-se por isso validado.

Em relacé@o ao ensaio de estabilidade, todas as solugdes analisadas cumpriram o critério de

aceitacao, a excecao da solugcao amostra da formulacdo 40/12,5 mg, que teve uma variacao

superior a 3%. No entanto, avaliando globalmente todos os dados de estabilidade é possivel

verificar que todas as outras solucBes de padrdo e de amostras das duas dosagens

apresentam estabilidades de 72h quer no frigorifico quer a temperatura ambiente. Tendo em

conta que apds esta variacdo superior a 3% obtida as 48h se voltou a obter uma variagcao

inferior a 3% as 72h, pode-se considerar que este resultado superior a 3% foi devido a um

erro analitico e que a estabilidade para todas as solugdes fica estabelecida para um periodo
de 72h.

Em relacdo aos ensaios de dissolucao in vitro e apés a analise feita aos resultados obtidos,

verifica-se que todos os lotes das trés dosagens do produto teste sdo similares ao produto de

referéncia nos pH’s 1,2 e pH 4,5. Ha apenas uma excecao na dosagem 40/12,5 mg no pH 4,5

em que o produto teste apresenta alguma discrepancia de valores acabando por haver dois lotes

nao semelhantes ao produto de referéncia. Este facto devera ser investigado, uma vez que pode

estar diretamente relacionado com um erro analitico, ou ser devido aos parametros usados

durante o processo de compresséo.

Apesar de ter sido referido previamente, no ponto 3.6, que ndo existe consenso em relacao a

classe do sistema BCS (classe Il ou IV) a qual a hidroclorotiazida pertence, perante os resultados

obtidos e relativamente a decisdo de efetuar o estudo de bioequivaléncia com este produto, esta
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classificacé@o torna-se irrelevante. Independentemente da HCTZ ser considerada de classe llI
(alta solubilidade) ou classe IV (baixa solubilidade), sera sempre a permeabilidade o passo
limitante nesta molécula, uma vez que ao chegar ao estbmago (pH 1,2) a HCTZ se dissolvera
rapidamente nos fluidos bioldgicos (> 85% apds 15 minutos), ficando de imediato disponivel para
ser absorvida. Apesar do produto teste apresentar uma dissolucao inferior a do produto de
referéncia no meio pH 6,8, esse facto ndo se torna critico dado que antes de chegar a zona do
intestino, que apresenta valores de pH nesta gama, a HCTZ ja tera sido, em principio, toda
absorvida. Por esta razéo, o facto dos perfis de dissolucdo dos lotes teste ndo serem similares
aos do produto de referéncia no meio pH 6,8, ndo é limitativo de avancar para o estudo de
bioequivaléncia.

Caso seja tomada a decisao de se efetuar o estudo de bioequivaléncia contra o lote do produto
de referéncia, os resultados indicam que o lote que devera ser utilizado para a realizacao deste
estudo é o lote 40245 da dosagem 80/25 mg (TEL/HCTZ), uma vez que é o que apresenta o
comportamento mais semelhante ao produto de referéncia no meio com pH 1,2.

Apesar dos resultados indicarem a possibilidade da formulagcdo de HCTZ poder ser
bioequivalente, ndo se pode ignorar o facto de que no mesmo comprimido esta presente outra
substancia ativa (TEL), pelo que deveréa ser realizada uma avaliagdo simultanea também aos
resultados obtidos nas dissolu¢bes do TEL, pois podera haver resultados que contrariem a

escolha do lote ou até que desaconselhem a realizagcdo de um estudo de bioequivaléncia in vivo.
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