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RESUMO

Controle de qualidade do cloridrato de sibutramina matéria-prima e capsulas em farmacias

magistrais e avaliacdo preliminar da estabilidade

O cloridrato de sibutramina monoidratado esta entre os anorexigenos mais prescritos e adquiridos em
farmécias magistrais. No entanto, esse farmaco nédo possui metodologia oficial para o seu controle de
qualidade, nem estudos de estabilidade. Considerando tais aspectos, o presente trabalho objetiva o
desenvolvimento e a validacdo de métodos para o controle de qualidade do cloridrato de sibutramina
em farmacias magistrais, na forma de matéria-prima e capsulas, comparando-os com técnicas
instrumentais, bem como realizar o estudo preliminar de sua estabilidade. As amostras de cloridrato
de sibutramina foram caracterizadas e identificadas pelos métodos qualitativos: caracteristicas
organolépticas, solubilidade, pH, faixa de fusdo, calorimetria exploratéria diferencial,
termogravimetria, reacdes de identificacdo, rotagdo Optica especifica, cromatografia em camada
delgada, espectrofotometria na regido do infravermelho, espectrofotometria na regido do ultravioleta e
aquametria. Desenvolveram-se dois métodos para a quantificacdo do cloridrato de sibutramina:
volumetria em meio ndo-aquoso e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Testaram-se seis métodos
por volumetria em meio ndo-aquoso para matéria-prima, sendo trés deles com utilizacdo de uma
mistura de acido acético glacial e acetato mercurico e os demais com uma mistura de acido acético
glacial e anidrido acético. Os resultados obtidos pelos seis métodos de volumetria em meio néo-
aquoso foram comparados estatisticamente através da andlise de variancia e nao demonstraram
diferenca significativa. Sugeriram-se dois métodos de volumetria em meio ndo-aquoso com uso da
mistura de acido acético glacial e anidrido acético, mais seguros que com acido acético glacial e
acetato mercurico, para serem utilizados em farméacias magistrais. Nao houve diferenca significativa
entre os resultados obtidos por esses dois métodos quando comparados com o método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia previamente validado. O ultimo método também foi validado
para a determinacdo de cloridrato de sibutramina em cépsulas. O estudo preliminar de estabilidade,
avaliado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, apresentou sinais de formacédo de produtos de
degradacado quando o cloridrato de sibutramina foi exposto a condi¢cdes de estresse a temperatura de
60 °C e radiagdo UV 254 nm, durante 10 dias.

Palavras-chave: controle de qualidade; farmécia magistral; sibutramina; wlumetria em meio ndo-

aquoso; cromatografia liquida de alta eficiéncia; estabilidade.






ABSTRACT

Quality control of sibutramine hydrochloride bulk and capsules in compounding pharmacies

and preliminary stability evaluation

Sibutramine hydrochloride (SIB) is one of the anorexigens with more prescriptions, mainly acquired in
compounding pharmacies. However, this drug do not have an official methodology to quality control,
neither stability studies. Then, the purpose of this work are the development and the \alidation of
methods to sibutramine hydrochloride quality control in compounding pharmacies, in bulk and in
capsules, by comparison with instrumental techniques. Addicionally, the preliminary stability study was
performed. The sibutramine hydrochloride samples were characterized and identified by qualitative
methods: organoleptic characters, solubility, pH, melting range, differential scanning calorimetry,
termogravimetry, identification reactions, specific rotation, thin layer chromatography, infrared
spectrofotometry, ultraviolet spectrofotometry and water determination. Two methods were developed
to sibutramine hydrochloride quantification: non-aqueous titrimetry and high-pressure liquid
chromatography. Six methods were tried by non-aqueous titrimetry for bulk assay determination, three
of them with the use of a glacial acetic acid and mercuric acetate mixture and the others with a glacial
acetic acid and acetic anhydrid mixture. The obteined results by the six non-aqueous titrimetry
methods were statistically compared by analisys of variance and did not show significative difference.
Two methods were suggested with the glacial acetic acid and acetic anhydrid mixture, which is safer
than glacial acetic acid and mercuric acetate mixture, to be used in compounding pharmacies. There
was no significative difference beetwen the obtained results when non-aqueous titrimetry methods
were compared with the previously validated HPLC method. HPLC was also validated for sibutramine
hydrochloride assay in capsules. The preliminary stability study, evaluated by HPLC, showed
degradation products signs when the drug was exposed to the stress conditions: 60 °C temperature
and UVB radiation, for 10 days.

Key-words: quality control; compounding pharmacy; sibutramine; non-aqueous titrimetry; high-

pressure liquid chromatography; stability.
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O estilo contemporaneo de vida, associado ao sedentarismo e consumo de
alimentos caloricos, tem contribuido para o elevado indice mundial de obesidade e
sobrepeso. Dados obtidos em 2005 mostraram que a obesidade atinge cerca de 400
milhdes de adultos no mundo e 1,6 bilhdes apresentam sobrepeso (RANG et al,
2007; WHO, 2006 a).

Nos Estados Unidos, uma pesquisa concluiu que cerca de 33% da populagéo
adulta € obesa. Em muitos paises da Europa, esse indice corresponde de 15 a 25%
dos adultos (IOTF, 2008). De acordo com dados obtidos em 2002 e 2003,
extrapolou-se que a obesidade ocorre em 8,9% dos homens e 13,1% das mulheres
no Brasil (IBGE, 2003).

Muitos tratamentos farmacoldgicos sdo recomendados para a reducédo de
peso. Os principais sdo os anorexigenos, também conhecidos como supressores do
apetite. Essa classe de medicamentos apresenta efeitos colaterais importantes sob
o ponto de vista cardiovascular e em nivel de sistema nervoso central (SNC)
(KOROLKOVAS et al, 2007; USP DI, 2005). Assim, sua prescricdo deve ser
criteriosa, evitando o uso indevido e indiscriminado.

Contudo, no Brasil hA um consumo exagerado de anorexigenos em relagcéo
aos demais paises. De acordo com o relatério anual da International Narcotics
Control Board, a populacao brasileira € a maior consumidora mundial per capita dos
anorexigenos anfetaminicos com a finalidade de emagrecimento, ou seja, 9,1 doses
diarias para cada 1.000 habitantes (INCB, 2007).

Além disso, sdo comuns as prescricdes com doses maiores que as usuais,
em associacdes perigosas e para pacientes portadores de patologias que né&o
justificam o uso desses medicamentos. Preocupada com tal problema de saude
publica em nosso pais, a ANVISA instituiu uma regulamentagdo mais restritiva para
0s anorexigenos. Essa inclui novas regras que devem ser observadas por

profissionais prescritores, farmacéuticos e farmécias (BRASIL, 2007 a).

Presume-se que a maior parte dos anorexigenos consumidos no Brasil, como

anfepramona, femproporex e mazindol, sejam provenientes de farmacias magistrais
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(ABESO, 2006; CARNEIRO et al, 2005). Outro medicamento dessa classe, cuja
aguisicdo € usual em tais empresas, € a sibutramina. O Ultimo fato é justificado,

principalmente, porque sua especialidade farmacéutica é onerosa.

As farmacias magistrais representam um segmento bastante difundido na
area da saude. O numero desses estabelecimentos cresce rapidamente no Brasil.
Em 2004, foi estimado um total de 5.356 farmacias magistrais ativas no pais
(ANFARMAG, 2008; SOUZA, 2005), sendo 947 delas no Rio Grande do Sul*.

Entretanto, o setor magistral tem sido alvo de polémica, principalmente apos
0s problemas ocorridos com as substancias de baixo indice terapéutico (CFF, 2003).
A divulgacdo de tais fatos na midia provocou desconfianca aos consumidores. As
farmacias, responsaveis pelo acesso aos medicamentos de mais de 55 milhdes de

brasileiros (TOKARSKI, 2002), precisam demonstrar a sua credibilidade.

Sendo o Brasil um pais com varias caréncias na area da saude, inimeros
tratamentos sdo garantidos aos pacientes pelas farmacias magistrais. Essas
oferecem medicamentos personalizados em doses nem sempre disponiveis
comercialmente (LEAL et al, 2007). O setor magistral, apresentando esse papel
relevante na politica sanitaria, deve ser qualificado por educacdo continuada dos
colaboradores, respaldo cientifico das formulacdes aviadas e aprimoramento de

seus proprios laboratorios de controle de qualidade.

Geraram-se, assim, muitas discussfes técnicas entre as instituicdes do
sistema de saude brasileiro para a publicacdo de normas técnicas destinadas as
farmacias magistrais. Dessa maneira, a ANVISA promoveu uma Consulta Pablica
(BRASIL, 2005) com alteracdo de normas legais pré-existentes (BRASIL, 2000;
BRASIL, 2003 a), as quais foram revogadas e levaram ao advento da Resolucéo
RDC n° 214 (BRASIL, 2006 b). Posteriormente, a ultima resolucdo foi substituida,
com alteracdes, para a atual RDC n° 67 (BRASIL, 2007 b).

1. Comunicacdo pessoal: CRF-RS. Conselho Regional de Farméacia do Rio Grande do Sul. Porto
Alegre, 07 de junho de 2006.
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Uma das principais exigéncias da Resolucdo atual esta relacionada com o
controle de qualidade de farmacos, produtos intermediarios e medicamentos
manipulados nas farméacias magistrais (BRASIL, 2007 b). Essa area de
conhecimento é de extrema importancia para a garantia da qualidade dos
medicamentos dispensados aos usuarios. Sendo assim, tais estabelecimentos
necessitam de metodologia validada e simples, para a realizacdo de analises de

rotina no seu préprio laboratério de controle de qualidade.

Entretanto, as monografias de muitos farmacos utilizados em farmacias néo
constam em farmacopéias. O anorexigeno cloridrado de sibutramina, por exemplo,
farmaco cuja patente foi recém extinta (ABBOTT, 2006 a), ndo possui a descri¢do de
uma metodologia analitica com pratica viavel em farmécias magistrais. Sua

estabilidade quimica também néao foi determinada.

Frente as situacdes expostas, julgaram-se necessarios o desenvolvimento e a
validacdo de metodologia para analise desse farmaco e de sua forma farmacéutica,
bem como um estudo preliminar de sua estabilidade. Esses aspectos foram

determinados e avaliados no presente trabalho.
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2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e/ou validar métodos analiticos para o cloridrato de sibutramina

monoidratado matéria-prima e na forma farmacéutica capsulas, os quais sejam

adequados para a realizacdo do controle de qualidade em farmacias magistrais e/ou

por técnicas instrumentais. Adicionalmente, realizar os estudos preliminares de

estabilidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver anélises qualitativas, bem como avaliar a SQR e as amostras

de cloridrato de sibutramina monoidratado matéria-prima e cépsulas, quando

cabivel, por meio de:

descricao;

testes de solubilidade;

pH de solugcédo aquosa;

faixa de fusdo, por diferentes métodos;
calorimetria exploratéria diferencial (DSC);
analise termogravimétrica (TGA);

reacdes de identificacdo de grupos quimicos;
rotacdo optica especifica;

cromatografia em camada delgada (CCD);
espectrofotometria na regido do infravermelho (1V);
espectrofotometria na regiao do ultravioleta (UV);

teor de agua.

b) Desenvolver e validar metodologia analitica para a quantificacdo do

farmaco puro e em cépsulas, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia;

c) Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo do farmaco

puro, por volumetria em meio ndo-aquoso com uso de quimica limpa e realizavel em

farmacias magistrais;
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bY

d) Proceder a comparacdo estatistica entre os métodos de doseamento

propostos para a matéria-prima;

by

e) Realizar estudos preliminares quanto a estabilidade do cloridrato de

sibutramina monoidratado.

10
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3.1 OBESIDADE

Nos dUltimos anos, a prevaléncia da obesidade tem aumentado
substancialmente em todo o mundo. A doenca é uma das graves conseqiéncias
oriundas da modernizacdo e industrializacdo crescentes. O problema também é
estendido a criancas e adolescentes, 0 que representa um sério problema de saude
em nivel mundial (WHO, 2006 a).

Dados epidemiolégicos demonstram que é crescente o niumero de mortes
relacionadas a obesidade (WHO, 2006 a). Na obesidade pronunciada, por exemplo,
em que o individuo apresenta um indice de massa corporal (IMC) superior a 40
kg/m?, a mortalidade é aumentada em 12 vezes, considerando um grupo de faixa
etaria de 25 a 35 anos (RANG et al, 2007).

Justificativas para esses fatos sédo: o consumo predominante de alimentos
processados, com elevada densidade energética, alto teor de lipideos e
carboidratos, além da reduzida quantidade de atividade fisica (WHO, 2006 a). Dados
obtidos nos Estados Unidos demonstraram que nos ultimos 100 anos o consumo de
gorduras foi aumentado em 67% e o de acucar em 64%. Enquanto o consumo de
verduras e legumes reduziu 26% e o de fibras, 18% (COUTINHO, 2007).

A obesidade é uma condi¢do de acumulo anormal ou excessivo de gordura no
tecido adiposo, huma extensdo em que a saude do paciente pode ser prejudicada.
Essa definicdo foi oficialmente adotada pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2006 a). Um dos principais diagnosticos para a classificacdo do grau da enfermidade
relacionada ao aumento do peso é embasado no calculo do IMC. Esse valor
correspondente a divisdo da massa corporal (em quilogramas) do individuo pelo

guadrado de sua altura (em metros).

Uma classificacdo da obesidade relacionando o valor do IMC ao risco de co-
morbidade é apresentada no Quadro 1. No entanto, a avaliacdo da obesidade em
criancas de 5 a 14 anos nao é padronizada (WHO, 2006 a).

13
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Quadro 1. Classificacdo da obesidade descrita pela WHO (2006 b), relacionando o valor do
IMC em adultos de ambos os sexos com o risco de co-morbidade.

Classificagao IMC Risco de co-morbidade
Normal 18,50 - 24,99 Normal
Sobrepeso 25,00 - 29,99 Aumentado
Obeso Classe | 30,00 - 34,99 Moderado
Obeso Classe I 35,00 - 39,99 Grave
Obeso Classe lli 340,00 Muito grave

A obesidade é decorrente de um desequilibrio na regulacdo homeostatica do
balanco energético, uma relacdo controlada pelo hipotdlamo, entre 0 consumo de
energia e ingestdo de calorias. Assim, pode ter origem enddgena ou exdégena. O
balanco energético corporal pode ser alterado através de habitos alimentares,
exercicios fisicos, constituicdo genética, além de aspectos sociais, culturais e
psicoldgicos do individuo (GOODMANN et al, 2006; RANG et al, 2007).

Varios estudos propuseram o mecanismo de regulacdo do balanco energético
e dos depdsitos de gordura. Em 1994, foi clonado o gene ob, cuja mutagdo provoca
a obesidade. A leptina, conteudo protéico desse gene, foi associada a reducédo de
peso. A insulina e peptideos hipotalamicos também exercem um papel importante na
regulacéo do peso corporal (RANG et al, 2007).

Ha uma miscelanea de riscos inerentes a obesidade. Essa enfermidade
cronica pode trazer como consequUéncias 0 aparecimento ou o agravamento de co-
morbidades, tais como: diabete melito n&o insulino-dependente, hipertenséo,
hipertrigliciridemia, cardiopatia isquémica, cancer de célon, de mama, de préstata,
de vesicula biliar, de ovario e de utero. Também podem ocorrer disturbios como
osteoartrite, doenca vesicular, hiperuricemia, hipogonadismo masculino e sindrome

plurimetabdlica (FUCHS et al, 2004; GOODMANN et al, 2006; RANG et al, 2007;
WHO, 2006 a).

14
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3.2 TERAPEUTICA PARA A OBESIDADE

Embora alteragbes na dieta e no estilo de vida constituam as principais
terapias recomendadas para a obesidade, a perda de peso €, freqiientemente, baixa
e em longo prazo € desestimulante ao paciente. Essa terapia apresenta demora no
surgimento de efeitos, aléem de exigir um elevado grau de comprometimento do
individuo obeso (BLANCK et al, 2004; CHAPUT e TREMBLAY, 2006).

Considerando os riscos inerentes a obesidade, ha a nitida necessidade em
tratar o paciente, ndo apenas com a finalidade estética, mas também, e
principalmente, devido aos danos causados a saude. A terapia de escolha varia
conforme a classificacdo da patologia no paciente, sendo priorizada para as
situacdes de sobrepeso goenas exercicios fisicos e esquemas dietéticos, ambos
orientados por profissional competente. Tratamentos para casos mais graves, de
individuos classificados como obesos, requerem uma interferéncia farmacol6gica
elou cirurgica e, certamente, devem ser associados a dieta e atividade fisica (RANG
et al, 2007; USP DI, 2005).

Os principais farmacos disponiveis para o tratamento da obesidade séo
divididos em dois grupos: estimulantes do SNC, os quais atuam no mecanismo
central das catecolaminas, e farmacos que interferem na via serotoninérgica.
Estimulantes, como as anfetaminas, sdo pouco recomendados para tratamentos em
longo prazo devido aos seus efeitos potenciais aditivos. Outros estimulantes que tém
sido amplamente utilizados incluem: cloridrato de anfepramona, cloridrato de
femproporex e mazindol (PARFITT, 1999).

Uma classificagdo dos medicamentos que atuam no SNC e por outros

mecanismos € apresentada no Quadro 2.

Entre essas classes, destacam-se os anorexigenos, também chamados de
“supressores de apetite” ou “inibidores de apetite”. Seu uso € indicado apenas como
adjuvante no tratamento da obesidade, devido aos efeitos colaterais caracteristicos
(KOROLKOVAS et al, 2007).

15
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Quadro 2. Classificacdo dos principais farmacos para perda de peso, de acordo com o
respectivo mecanismo de acao (FUCHS et al, 2004).

Mecanismo de Acéo Farmacos

cloridrato de anfepramona (dietilpropiona)

Catecolaminérgico cloridrato de femproporex
mazindol

Catecolaminérgico e serotoninérgico cloridrato de sibutramina
leptina

. . colecistoquimina
Hormoénios e peptideos . ]
agentes relacionados ao neuropeptideo Y

agonistas bz-adrenérgicos

- ~ orlistate (tetraidrolistatina)
Inibidor da absorgédo de gordura _
quitosana

aminofilina
o cafeina

Termogénico ) )
cloridrato de efedrina

teobromina

Sendo aminas simpatomiméticas, os efeitos da maioria dos anorexigenos sao
semelhantes as anfetaminas, incluindo estimulacdo do SNC e elevacao da pressao
arterial. Muitos desses farmacos possuem um efeito principal sobre o centro de
controle do apetite no hipotdlamo. A reducdo da ingestdo de alimentos ocorre por
alteracdo no controle quimico da transmissédo do impulso nervoso (KOROLKOVAS
et al, 2007).

Muitos dos medicamentos anorexigenos sédo comercializados em todo o
mundo. Alguns deles, porém, sdo proibidos em todos ou em alguns paises. O
femproporex, por exemplo, ndo é aprovado para uso nos Estados Unidos e em parte

da Europa devido a auséncia de estudos (FDA, 2006).

Entre a classe de anorexigenos, a sibutramina e o orlistate sdo o0s
medicamentos com maior niumero de estudos (CHAPUT e TREMBLAY, 2006). No

16
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entanto, para tratamentos a longo prazo sao necessarias mais pesquisas (LI et al,
2005; RANG et al, 2007).

Existem também muitos produtos para o tratamento da obesidade, nao
reconhecidos como farmacos. Entre esses, encontram-se misturas de produtos
naturais ou suplementos alimentares, com propostas de efeitos diferenciados e
reacOes adversas menos graves. Com esses apelos, freqientemente, aqueles
produtos sdo erroneamente divulgados pelos fabricantes de forma indutora a
automedicacao (ALLISON et al, 2001; ANFARMAG, 2006).

Muitas vezes, as formulagbes prescritas para 0 emagrecimento Ssao
excéntricas e incluem associacbes de farmacos e outros produtos dotados de
finalidades terapéuticas diversas. S&o comuns as formulagbes compostas de
diuréticos, laxantes, digitalicos, antidepressivos, calmantes, estimulantes do
hormonio da tiredide e redutores do apetite (KOROLKOVAS et al, 2007). Para a
maioria dos pacientes, ndo é justificado o uso dessas terapias alternativas
simultaneamente. A perda de peso proporcionada, nesses casos, €
consideravelmente rapida e néo saudavel. Essas associacdes, com finalidade
exclusiva de tratamento da obesidade, sdo vedadas pela ANVISA. As farmécias,
cabe o papel de rejeitar as receitas cujo padrédo legal ndo é respeitado, contribuindo
assim para o uso racional de medicamentos no tratamento da obesidade (BRASIL,
2007 a).

Alguns farmacos ja aprovados pelo FDA para outras patologias estdo sendo
avaliados para a reducédo de peso, tais como o rimonabanto e a zonizamida (FINER,
2005; LI et al, 2005). Entretanto, existem poucas pesquisas para a predicdo de sua
eficacia no tratamento da obesidade. Outras substancias também estdo sendo
desenvolvidas, como analogos do antidepressivo fluoxetina ou outros que tenham a
capacidade de reduzir a massa corporal sem restricdo dietética, com especificidade
e com poucos efeitos colaterais (BHANDARI et al, 2006; CHAPUT e TREMBLAY,
2006).
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3.3 CLORIDRATO DE SIBUTRAMINA

3.3.1 Aspectos gerais

No inicio da década de 80, o cloridrato de sibutramina monoidratado foi
sintetizado pela industria Abbott como inibidor da recaptacdo de serotonina e de
norepinefrina. Embora a molécula ndo tenha apresentado efichcia como
antidepressivo, proposta para a qual foi inicialmente desenvolvida, demonstrou
atividade para a reducao do apetite (CHAPUT e TREMBLAY, 2006).

O primeiro depdsito de patente para o cloridrato de sibutramina monoidratado
pela Abbott ocorreu na Europa, em 1985, sob registro GB 8531071. A patente foi
depositada no Brasil apenas em 1996, sob o numero de registro Pl 1100069-4
(ABBOTT, 1996). Nesse pais, a Abbott também concedeu a comercializacdo do
medicamento a Medley (BVS, 2006). Conforme a lei de patentes (BRASIL, 1996) a
patente da Abbott estaria expirada em 2005. No entanto, através de uma acao
judicial a Abbott recebeu permissdo para a exclusividade de comercializacdo de
composicOes farmacéuticas contendo sibutramina no Brasil até dezembro de 2006
(ABBOTT, 2006 a). Atualmente, com a expiracdo do periodo legal de patente, o
cloridrato de sibutramina estd disponivel para a fabricacdo de medicamentos

industrializados ou manipulados.

Apéds 1997, a utilizacao do farmaco foi aprovada pelo FDA para a reducédo de
peso (PR Vade Mécum, 2005; RANG et al, 2007). A sibutramina é uma substancia
de controle especial (BRASIL, 1998; BRASIL, 2007 c), apresentada na forma de
cloridrato monoidratado (BUDAVARI, 2001).

3.3.2 Aspectos fisico-quimicos

A estrutura basica da sibutramina (Figura 1) é a ciclobutanometenamina (USP
DI, 2005). Seus nomes quimicos sdo cloridrato de N-(1-[1-(4-clorofenil)ciclobutil]-3-
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metilbutil)-N,N-dimetilamina  monoidratado ou  1-(4-clorofenil)-N,N-dimetil-a-(2-

metilpropil) ciclobutanometamina (BUDAVARI, 2001).

C|ZH2—CH(CH3)2
H—C—N(CH,),

)O
HCI
Cl =

Figura 1. Estrutura quimica do cloridrato de sibutramina. *Carbono quiral.

No Quadro 3 sédo apresentados dados para cada forma de apresentacao

guimica da sibutramina.

O coeficiente de particdo octanol:adgua do cloridrato de sibutramina € de 30,9,
em pH 5 (BUDAVARI, 2001).

O cloridrato de sibutramina € un sal de amina terciaria, possuindo, portanto,
caracteristicas de bases (SOLOMONS e FRYHLE, 2005). O pKa estimado para o
cloridrato de sibutramina é de 9,6 (VCCLAB, 2007).

Quadro 3. Dados referentes ao registro e molécula das formas de apresentacdo da
sibutramina.

_ _ _ cloridrato de
sibutramina cloridrato de _ _
FORMA _ _ _ sibutramina
anidra sibutramina )

DADOS monoidratado
Registro no CAS*? 106650-56-0 84485-00-7 125494-59-9-9
NUmero DCB? 07984 07985 09375
Formula IT]O|€CU|8.I2 C17H26C|N C17H26C|N.HC| C17H26C|N.HC|.H20
Massa molecular® 279,86 316,36 334,33

Fonte: 1-BRASIL, 2006 a; 2-BUDAVARI, 2001.
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A sibutramina possui um centro estereogénico, resultando na existéncia de
dois enantibmeros (FANG et al, 1999). E comercializada na forma de racemato,
porém a forma R é mais potente (ABBOTT, 2006 b; GLICK et al, 2000; MEDLEY,
2006). Os enantibmeros S da sibutramina e de seus metabodlitos pareceram
contribuir mais para a ocorréncia de efeitos colaterais em ratos (GLICK et al, 2000;
RADHAKRISHNA et al, 2000).

Ja existem métodos descritos para a sintese assimétrica da forma de R-
sibutramina (HAN et al, 2006) e R-desmetilsibutramina (FANG et al, 1999; HAN et al,
2002).

3.3.3 Aspectos terapéuticos

3.3.3.1 Formulag¢des farmacéuticas

A primeira forma farmacéutica para o cloridrato de sibutramina foi
desenvolvida pela Abbott. O medicamento denominado Meridia® é comercializado
até os dias atuais na Europa, nos Estados Unidos e em outros paises (USP DI,
2005).

As especialidades farmacéuticas disponiveis no Brasil sdo Plenty® (Medley) e
Reductyl® (Abbott). Ambos os medicamentos sdo apresentados em caixas contendo
10 ou 30 capsulas de 10 ou 15 mg (ABBOTT, 2006 b; MEDLEY, 2006).

3.3.3.2 Indicacgdes e efeitos

A indicacao de uso da sibutramina é no manejo da obesidade, geralmente em
pacientes com IMC superior a 30 kg/m? Seu uso também é permitido para
tratamentos de sobrepeso em individuos com IMC entre 27 e 30, mas que
apresentem fatores de risco associados, tais como hipertensdo, diabetes e
dislipidemia (USP DI, 2005).
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Vérios estudos prospectivos, randomizados e controlados comprovaram a
eficacia do cloridrato de sibutramina para a perda de peso (THEARLE e ARONNE,
2003). Entre esses, uma analise foi realizada com pacientes tratados com
sibutramina durante um ano versus placebo. Demonstrou-se uma perda de peso
4,6% maior nos pacientes que receberam o tratamento em relagdo ao grupo placebo
(JAMES et al, 2000). A sibutramina também reduz a gordura visceral e melhora o
controle glicémico e lipidico (FUJIOKA et al 2000; RANG et al 2007).

Estudo realizado com 605 pacientes demonstrou que apés a administracao de
10 mg diarios de sibutramina durante seis meses, houve a reducdo dos niveis
plasmaticos de triglicerideos e lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
enquanto houve aumento de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (JAMES et al,
2000).

Numa avaliagdo realizada com culturas de células musculares de ratos
(BAILEY et al, 2001) e em humanos (KIM et al, 2004), os metabdlitos da sibutramina
apresentaram aumento da recaptagéo da glicose insulino-dependente. Em ambos os
estudos, concluikrse que a administracdo de sibutramina facilita o transporte de

glicose.

Outra vantagem desse anorexigeno € nao reduzir a libido em mulheres, como

ocorre com outros inibidores da recaptacéao de serotonina (KIM et al, 2006).

3.3.3.3 Posologia

A sibutramina apresenta significante relacdo dose-efeito (JAMES et al, 2000;
WEINTRAUB et al, 1991). Geralmente, € utilizada nas doses de 10 mg ou 15 mg
uma vez ao dia preferentemente pela manha. Pacientes que nao toleram essas
doses podem administrar 5 mg (PARFITT, 1999; USP DI, 2005). A duracdo do
tratamento até uma reducdo significativa de peso é de aproximadamente quatro
semanas (PR Vade Mécum, 2005).
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3.3.3.4 Toxicologia e Abuso

Sobredoses de sibutramina de duas a cinco vezes acima da dose usual (25 a
75 mg), quando comparados com 20 mg do psicoestimulante D-anfetamina, néo
apresentaram riscos pronunciados. Com uma administragdo da dose de 75 mg
foram observadas ansiedade e confusdo (SCHUH et al, 2000). Caso ocorra
sobredose, deve ser feito 0 monitoramento das fungdes respiratérias e cardiacas e
do estado de outros sinais vitais (PR Vade Mécum, 2005). Ha um relato de caso em
gue uma mulher ingeriu uma dose de 400 mg de sibutramina. Observou-se um

aumento da frequiéncia cardiaca (USP DI, 2005).

Devido ao possivel efeito da sibutramina no aumento do transporte de glicose
para os musculos, ocorreram casos de contaminacdo proposital de suplementos
para atletas com esse farmaco. Quando ha diminuicdo do transporte de glicose no
musculo ocorre retardo do consumo de glicogénio e, consequentemente, ha dor e
fadiga muscular no atleta. Assim, esses casos foram considerados dopping e o0s

atletas foram impedidos da participagdo em competicdes esportivas (ANVISA, 2007).

3.3.3.5 Mecanismo de acao

O mecanismo de acdo da sibutramina esta envolvido com a inibicdo da
recaptacéo de serotonina (5-HT), de norepinefrina (PR Vade Mécum, 2005; USP DI,
2005) e de dopamina em menor grau (BALCIOGLU e WURTMAN, 2000). H& indicios
de que a potencializacdo do efeito da serotonina (receptores HT.anc) € da
norepinefrina (b1) em nivel central é responsavel pela sensacdo de saciedade,
enquanto que o efeito sobre os receptores noradrenérgicos periféricos (b3) provoca

um aumento no gasto calorico por aumento da taxa metabdlica (PR Vade Mécum,
2005).

Testes in vitro demonstraram que o cloridrato de sibutramina é menos potente
gue os seus dois metabdlitos principais. Assim, as suas a¢fes farmacoldgicas séo
devidas, predominantemente, aos metabdlitos ativos formados por sua desmetilacao
(USP DI, 2005).
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Alguns estudos sugerem que a sibutramina reduz o peso corporal por
diminuicdo da ingestédo de calorias e aumento do consumo de energia (HANSEN et
al, 1998; LIU et al, 2002; ROLLS et al, 1998).

Esse farmaco ndo promove liberacdo de serotonina para 0s nervos terminais.
Assim, a sibutramina apresenta a vantagem de nao causar disfuncdo da valvula
cardiaca e hipertensdo pulmonar primaria, como ocorre com os demais farmacos
anorexigenos (KOROLKOVAS et al, 2007; USP DI, 2005).

3.3.3.6 Farmacocinética

Dados obtidos de individuos normais e pacientes obesos demonstraram que,
apos administracdo oral, a sibutramina é rapidamente absorvida (77%). Sua
distribuicdo nos tecidos corporais também é rapida e extensa (GOODMANN, 2006;
USP DI, 2005)

Esse farmaco sofre intensa biotransformacao pré-sistémica, principalmente
através da isoenzima CYP 3as. H& formacgéo de dois metabdlitos ativos (Figura 2): N-
monodesmetilsibutramina  (amina  secundaria, metabdlito 1) e  N-di-
desmetilsibutramina (amina priméaria, metabdlito 2). Esses sdo hidroxilados e depois
de conjugados se tornam metabdlitos inativos, sendo eliminados através da via
renal. A ligacdo da sibutramina as proteinas plasmaticas € de 97% e a dos seus dois
metabdlitos ativos é de 94% (GOODMANN et al, 2006; KOROLKOVAS et al, 2007;
PARFITT, 1999; USP DI, 2005).

A concentragdo plasmética maxima é obtida apos 1,2 horas de administragédo
do farmaco, enquanto a sua meia-vida é de 1,1 horas. Para os metabdlitos 1 e 2, a
concentracdo maxima é atingida em 3 horas, com a meia-vida de eliminagcéo de 14 e
16 horas, respectivamente (ABBOTT, 2006; KOROLKOVAS et al, 2007; PARFITT,
1999; USP DI, 2005).
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C|:H2_CH(CH3)2 3)2

H—C—NHCH, H—C—NH,

N @
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Figura 2. Estruturas quimicas de: metabdlito 1 (I) e metabdlito 2 (11).

CH,—CH(CH

Em 18 pacientes obesos, apds uma dose unitaria de 15 mg de farmaco, a
média dos picos das concentracfes plasmaticas dos metabdlitos 1 e 2 foram de 4 +
0,8 ng/mL e 6,4 £ 0,8 ng/mL, respectivamente. Nesse mesmo estudo, provou-se que
problemas na funcdo renal n&o alteram significativamente a concentragcdo
plasmatica maxima, tempo de meia-vida, e a area sob a curva (ASC) do farmaco ou
de seus metabdlitos ativos (USP DI, 2005). Entretanto, ha recomendacgbes de
cautela quando for administrado em nefropatas (KOROLKOVAS et al, 2007).

Quando ingerida junto com alimentos aumenta o tempo para atingir o pico de
concentracdo plasmatica em trés horas e reduz as concentracdes plasmaticas dos
metabolitos em 30%, mas ndo afeta a ASC (GOODMANN et al, 2006; USP DI,
2005). As concentracdes plasmaticas maximas e ASC sdo levemente maiores em
mulheres do que em homens, mas isso ndo é clinicamente significante. Assim, ndo é

necessario ajuste de dose (USP DI, 2005).

A grande maioria dos estudos para a sibutramina € na sua forma de cloridrato
monoidratado. Um estudo comparou o mesilato de sibutramina hemiidratado com
cloridrato de sibutramina monoidratado, através de cada ASC e afirma que ambos

sao farmacocineticamente equivalentes (PARK et al, 2004).

3.3.3.7 Precaucdes e contra-indicacdes

Nenhuma evidéncia de carcinogenicidade e mutagenicidade foi verificada em

fémeas de ratos ou camundongos. Também ndo houve evidéncias de
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teratogenicidade em avaliagdes com ratas prenhas, quando administrada numa dose
correspondente a uma ASC 43 vezes superior a dose normal para uso humano
(USP DI, 2005).

Estudos realizados com ratos demonstraram ndo haver problemas de
fertlidade com a administracdo de sibutramina. No entanto, ndo ha dados
epidemioldgicos que averiguem a interferéncia da sibutramina na gestacéo. As
distribuicdes do farmaco ou seus metabolitos no leite materno sdo desconhecidas
(USP DI, 2005).

Considerando a escassez ou auséncia de estudos para grupos especiais de
pacientes, a sibutramina estd contra-indicada para: pacientes que apresentem
hipersensibilidade a ela, gestantes, lactantes, criancas e adolescentes até 18 anos,
idosos acima de 65 anos, hipertensdo moderada a grave, consumo de &lcool
(KOROLKOVAS et al, 2007; USP DI, 2005) e pacientes com antecedentes de

anorexia nervosa ou bulimia nervosa (PARFITT, 1999; PR Vade Mécum, 2005).

Aconselha-se que o paciente usuério do farmaco ndo conduza veiculos ou
opere maquinas pesadas (PARFITT, 1999; PR Vade Mécum, 2005).

3.3.3.8 Interacdes medicamentosas

Embora a ligacdo as proteinas plasmaticas seja muito elevada, interacdes
com outros farmacos com essa mesma caracteristica ndo sdo comuns. Esse fato é
justificado devido a baixa dose do cloridrato de sibutramina (USP DI, 2005). Além
disso, as caracteristicas béasicas da sibutramina e de seus metabdlitos ativos
dificultam a ligacdo a albumina, principal proteina plasmatica a qual se ligam
farmacos acidos (varfarina, antiinflamatorios nédo-esterdides e sulfonamidas). Assim,
a sibutramina pode se ligar as proteinas com caracteristicas acidas, que estdo em
menor quantidade no plasma, sem competir pela ligacdo com farmacos acidos

(RANG, 2007).

Ha interacbes do cloridrato de sibutramina com inibidores da recaptacédo da
monoaminoxidase (PARFITT, 1999; SCHUH et al, 2000), devendo ser respeitado um
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prazo de 14 dias entre as administracdes deles (KOROLKOVAS et al, 2007; USP DI,
2005). O uso concomitante da sibutramina com outros farmacos dotados de a¢&o no
SNC também provoca uma interacdo perigosa (KOROLKOVAS et al, 2007).
Inibidores da recaptacdo de serotonina, por exemplo, associados a sibutramina
aumentam o risco da sindrome serotoninérgica, incluindo sintomas como agitacao,
diaforese, perda da coordenacdo, alteracbes em nivel mental, entre outros
(PARFITT, 1999; USP DI, 2005). Se o uso combinado desses medicamentos nao
puder ser evitado, o paciente deve ser monitorado cuidadosamente para avaliar o

aparecimento dos efeitos adversos (TATRO, 2006).

Farmacos que inibem o citocromo P450 podem interferir no efeito
farmacologico da sibutramina. O cetoconazol e a eritromicina inibem o metabolismo
hepéatico da sibutramina, pois provocam a inibicdo da isoenzima CYPg3as doO
citocromo P450. Ja a cimetidina ndo modifica a eliminacdo de sibutramina em grau
clinicamente significativo (PARFITT, 1999; PR Vade Mécum, 2005; USP DI, 2005).

O efeito da sibutramina pode ser reduzido se administrado simultaneamente
com antagonistas adrenérgicos como o metoprolol e prazosina ou com antagonistas

serotoninérgicos como a metergolina e ritanserina (KOROLKOVAS et al, 2007).

3.3.3.9 ReacOes adversas

As reacdes adversas comumente relatadas para a sibutramina séao: boca
seca, cefaléia, insbnia, sonoléncia, constipacdo, vertigens e rinite (PARFITT, 1999;
USP DI, 2005). Também ha suspeitas de amnésia causadas pela sibutramina
(CLARK e WOOLRYCH, 2004). Menos freqientemente s&o reportados
dismenorréia, edema, sintomas semelhantes a resfriados, depresséao, rubor, calor,
taquicardia, dispnéia, sudorese e alteracdes do paladar. Em geral, estes efeitos
cedem com o tempo e ndo requerem suspensédo do tratamento (PARFITT, 1999; PR
Vade Mécum, 2005). O uso do farmaco pode reduzir ou inibir o fluxo salivar,
contribuindo para o desenvolvimento de caries dentarias, doenca periodontal,
candidiase oral e desconforto (PARFITT, 1999; USP DI, 2005).
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Alguns anorexigenos causam sérios efeitos como disfuncdo da valvula
cardiaca e hipertensdo pulmonar, devidos a liberacdo de serotonina para 0s nervos
terminais. Ja que o cloridrato de sibutramina € rapidamente transformado em seus
metabdlitos, esse efeito ndo poderia ser esperado (USP DI, 2005). Para comprovar
tal hipétese, estudos relacionados aquela possivel reacdo adversa foram conduzidos
para avaliar o comportamento da sibutramina. N&o foram observadas alteracdes
significativas na pressdo sangiinea e na taxa de batimentos cardiacos de adultos
hipertensos ou normotensos. Ainda assim, a pequena variagado dessas medidas leva
a recomendacao de que seja realizado um monitoramento adequado do paciente
(GURSOQY et al, 2005; MCMAHON et al, 2002; PARFITT, 1999). Quando o
tratamento do paciente consiste na associacao da administracdo de sibutramina com
exercicios fisicos e dieta alimentar, a eficacia para a reducdo de peso e seguranca
quanto aos riscos cardioestimulantes sdo pronunciadas (BERUBE-PARENT et al,
2001).

A avaliacdo da seguranca e eficacia para o uso de sibutramina em individuos
menores de 16 anos ou acima de 61 anos ainda ndo estd completamente
estabelecida. Entretanto, ndo ha problemas relatados até o momento em individuos
de 61 a 77 anos, com uma dose diaria de 15 mg (USP DI, 2005). Um total de 498
adolescentes obesos foi randomicamente dividido para receber uma dose de
sibutramina 10 mg ou placebo. Como resultado, observou-se reducédo significativa
do peso corpéreo e os efeitos colaterais foram semelhantes aos ja reportados para
adultos. O tratamento com sibutramina para essa populacdo demonstrou minimos
efeitos cardiovasculares (DANIELS et al, 2007).

3.3.4 Determinacdo em fluidos biolégicos

A sibutramina e seus metabdlitos N-desmetilados foram determinados
simultaneamente em plasma humano (Quadro 4), por CLAE e deteccédo por
espectrometria de massas (CHEN et al, 2003; DING et al, 2003; HIND et al, 1999).
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Quadro 4. Comparacdo das condicbes gerais empregadas para determinacdo de
sibutramina e seus metabdlitos em plasma humano, por CLAE.

Condicao CHEN et al, 2003 DING et al, 2003 HIND et al, 1999
Coluna Waters Xterra MS Cy3 | Hypersil ODS-2 Cyg Hypersil
500x 2,1 mm; 3,5um | 4,6 x 250 mm; 5 pm BDS C8
0
ACN ((él(;n;i?d(j(;) 0,1% Tampéao acetato de
trifluoroacético) — amonio Tampéao acetato de
Fase Movel 4cido trifluoroacético 10 mM pH 3,5 - amoénio 0,2 M —ACN
0.1% metanol 50:50 (VIV)
55 4,’5 V) 25:75 (VIV)
Espectrémetro de A R
x . Espectrometro de Espectrometro de
Deteccéo massasiégtig;lstema massas - ES| massas
Volume de Injecéo 5 uL 50 pL 10 pL
Substancias sibutramina zgg&mg‘i metabdlito 1
Quantificadas metabdlito 2 . metabdlito 2
metabolito 2
Padrio Interno cloridrato de cloridrato de i
propranolol fenilpropanolamina

3.3.5 Controle de qualidade

Nas farmacias, as matérias-primas solidas devem ser analisadas, no seu
recebimento, efetuando-se, no minimo, o0s testes qualitativos: caracteres
organolépticos, solubilidade, pH, peso e ponto (ou faixa) de fusdo. Podem ser
aceitos os demais ensaios farmacopéicos realizados pelos fabricantes/fornecedores

desde que esses estejam qualificados pela farmacia (BRASIL, 2007 b).

Uma exigéncia legal para o monitoramento do processo magistral € a
determinacgéo do teor e/ou uniformidade do conteudo do produto acabado, em casos
especificos e com periodicidade estabelecida. E permitida a realizacdo dessas
analises em laboratorios terceirizados. Entretanto, muitos métodos requerem
aparelhagem disponivel no préprio laboratério da farmacia, além de possuirem um
custo reduzido. Assim, sua realizacdo deve ser incentivada, a fim de agilizar o

processo de garantia da qualidade do servico prestado (BRASIL, 2007 b).
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Nas indastrias farmacéuticas, antes que as matérias-primas sejam liberadas
para uso, o responsavel pelo controle de qualidade deve garantir que as mesmas
sejam testadas quanto a conformidade em relacdo as especificacbes de
identificagcdo, pureza, teor e outros parametros de qualidade. Além disso, é realizado

o controle em processo e do produto acabado (BRASIL, 2003 c).

Apesar do consumo elevado, tanto de capsulas industrializadas quanto de
capsulas manipuladas, a monografia do cloridrato de sibutramina monoidratado
ainda ndo consta em farmacopéias (BP 2007; F. Bras. IV, 2006; Ph. Eur., 2008; USP
31, 2008; WHO, 2004).

A USP 31 (2008) publicou uma lista de farmacos e produtos farmacéuticos,
cujas monografias sdo prioridades para inclusdo nas proximas edicoes,
considerando o fato de suas patentes terem sido extintas recentemente. Para o
cloridrato de sibutramina, ja foi submetida uma monografa para a matéria-prima,

mas ndo para a forma farmacéutica capsulas.

A determinacdo de sibutramina foi validada por CLAE, através de dois
métodos isocraticos (RADHAKRISHNA et al, 2000). Em 2005, XIAO e colaboradores
desenvolveram método de separacdo quiral por CLAE, para os enantibmeros da
sibutramina. No Quadro 5 séo apresentadas as condi¢cdes cromatogréficas utilizadas
nessas determinagodes.

Foi proposto um método espectrofotométrico na regido do UV/Visivel, através
da formacdo de um complexo corado especifico da sibutramina com vermelho do
congo. O método pode ser aplicado para determinacdo do teor de sibutramina em
capsulas (QIN et al, 2006).

A determinacado de sibutramina em capsulas, na presenca de seus produtos
de degradacéo induzidos oxidativamente, foi validada por CLAE. Para tanto, foi
utilizada Coluna Cig Varian Microsorb-MV 100A, com dimensées 25 cm x 4,6 mm e
poros 5 um. A fase movel constou de metanol:dgua:trietilamina 80:20:0,3 (V/VIV) e o
pH foi ajustado para 4,5 com acido fosforico. Foi utilizado detector de ultravioleta em
225 nm (SEGALL et al, 2003).
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Quadro 5. Comparacdo das condicbes gerais empregadas para determinacdo de
sibutramina e seus enantibmeros em matéria-prima, através de CLAE.

RADHAKRISHNA et al, 2000 XIAO et al,
Condicao
Método quiral Método A Método B 2005
Coluna quiral OD Hypersil C;5 BDS Partisphere Cig
Coluna 250 x 4,6 mm; 10 250 x 4,6 mm: 250 x 4,6 mm: | Coluna ndo-quiral C
pm 5um 5um
Tampéo Metanol — agua
; Hexano — etanol — | hidrogeno-fosfato 1':;9]?? 'E(I: ont_endoH (%:g:ngtgr:gg)
Fase Moével 4cido trifluoracético | de amonio 0,05 M | 8) r'zlcal\rlmgggo 0.8 mmol/L de
93:7:0,05 (VIVIV) | pH6 —ACN 35:65 | "/~ : "~ .
(VIV) VIV b-ciclodextrina
pH 3,6
Detecgéo W 22523 com UV 225 nm UV 225 nm NC*
Substéancias sibutramina nas sibutramina sibutramina sibutramina nas
Analisadas formas Re S formas Re S
Padréao - 4-cloro-anilina lovastatina N&o especificado
Forma Materia-prima e Matéria-prima Matéria-prima Materia-prima

seus enantidbmeros

seus enantidbmeros

NC*: ndo consta.

Para que um método seja considerado adequado para a analise de

determinada amostra é necessaria a sua validagdo. Sao exigidos varios parametros

para a avaliacdo do método, os quais variam de acordo com o equipamento utilizado

(ICH, 2005).

3.3.6 Estabilidade

A estabilidade de um medicamento é a extens@o na qual um produto mantém,

dentro de limites especificados, durante o periodo de armazenamento e uso, as

mesmas propriedades e caracteristicas que possuiam no momento da sua
fabricacédo (USP 30, 2007).
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Farmacos degradados podem resultar em situacfes indesejaveis para o
usuario, tais como: perda ou diminuicdo da poténcia, aumento da atividade, geracao
de efeitos toxicos ou colaterais (TONNESEN, 1991; TONNESEN, 2001). Por estes
motivos, as farmacopéias (BP 2007; F. Bras. IV, 1988; F. Bras. IV, 2006; Ph. Eur.,
2005; USP 30, 2007) e PARFITT (1999) descrevem quanto ao armazenamento de
cada farmaco, em sua respectiva monografia: “manter ao abrigo da luz” as
substancias fotolabeis; “manter sob refrigeracdo” ou “manter em local fresco” as
substancias termolébeis; “manter em local seco” as substancias labeis a umidade,

entre outras recomendacoes.

A presenca de energia luminosa sobre moléculas de farmacos, por exemplo,
pode catalisar a ocorréncia de reacdes de decomposicado fotoquimica (NUDELMAN,
1975), por motivos como oxidacdo (fotoxidacdo), cisdo (fotdlise) de ligacbes
covalentes ou isomerizacdo fotoinduzida, e também alterar o tempo de validade da
formulacdo (TONNESEN, 2001, USP 30, 2007). A velocidade dessa reacao
fotoquimica depende da intensidade e do comprimento de onda da luz incidente,
além do tamanho, forma, composicdo e cor da embalagem do medicamento
(LACKMAN, 1986; TONNESEN, 2001).

Vérios fatores ambientais influenciam na estabilidade, como temperatura,
umidade e luz. Outros que contribuem, relacionados ao préprio produto sao:
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicao, processo de fabricacao, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005 b).

Assim, é primordial o conhecimento do grau de estabilidade de farmacos e
medicamentos, que envolvem uma série de analises laboratoriais e estatisticas.
Existem guias oficiais para a avaliacdo da estabilidade de farmacos e produtos
novos. Essas preconizam a realizagcdo de estudos de degradacdo acelerada, com
condicOes de estresse padronizadas para a exposi¢cao a luz ultravioleta, temperatura
e umidade (ICH, 1996; ICH, 2003). Além desses, sdo preconizados estudos de

estabilidade de acompanhamento e de longa duragdo (BRASIL, 2005 b).
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N&o existem relatos de estudos de estabilidade para o cloridrato de
sibutramina monoidratado. Existem apenas avaliagbes da especificidade, frente a
condi¢cBes de estresse, na validacao de técnicas por CLAE (RADHAKRISHNA et al,
2000; SEGALL et al, 2003).

Considerando-se o risco de industrias e farmacias magistrais manusearem e
armazenarem esta substancia em condicbes ambientais indevidas salienta-se a
importancia do conhecimento da estabilidade de tal farmaco, conforme ja foi
evidenciado para outros farmacos (BANSAL et al, 2007; MARTINS et al, 2004;
OMARI et al, 2007; TONNESEN, 2001).

32






4. MATERIAL E METODOS
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A maior parte do presente trabalho foi realizada no Laboratério de Quimica
Farmacéutica (LAPPS), desta Faculdade. Algumas analises foram desenvolvidas em

outros laboratdrios, os quais estdo descritos no decorrer do trabalho.

Os métodos analiticos empregados neste trabalho foram aqueles ja
consagrados e utilizados em farmacopéias, além de condizentes com a sua

aplicacdo em farméacias magistrais.

4.1 SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA E AMOSTRAS

Quatro lotes de cloridrato de sibutramina monoidratado (SQR com teor
99,92%, SIB1, SIB2 e SIB3) foram adquiridos de fornecedores de insumos
farmacéuticos, através de uma farméacia magistral. Essas matérias-primas também
foram provenientes de diferentes origens (Quadro 6). Todas vieram acompanhadas

de certificado de anéalise do fornecedor.

Quadro 6. Caracteristicas das amostras de matérias-primas de cloridrato de sibutramina
monoidratado utilizadas no presente trabalho.

. DATA
CODIGO ORIGEM FORNECEDOR LOTE
VAL.
SQR india SP Farma 080903.146 09/2008
SiB1 China Gerbréas 060310SIBU-HCI | 03/2008
SIB2 China Opcao Fénix L167794 05/2009
SIB3 China DEG IF061108 11/2009

Também foram utilizadas cépsulas industriais (CAP) do medicamento
referéncia Reducti®, da Abbott, com lote 440398F04 e validade 08/2008. Esse

produto contém 15 mg de cloridrato de sibutramina monoidratato e os excipientes
utilizados pelo fabricante séo: celulose microcristalina, dioxido de silicio, estearato

de magnésio e lactose.
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4.2 ANALISE QUALITATIVA

4.2.1 Descricao

A SQR e as amostras SIB1, SIB2 e SIB3 do cloridrato de sibutramina foram

avaliadas sensorialmente quanto ao aspecto, cor e odor.

4.2.2 Solubilidade

Avaliouse a solubilidade para a SQR e para a amostra de matéria-prima
SIB1, frente a diferentes solventes. Os solventes testados foram: agua; metanol;
etanol; N,N-dimetilformamida; acetato de etila; éter etilico; acido cloridrico 0,1 M e
hidroxido de sédio 0,1 M .

O teste de solubilidade foi conduzido a temperatura ambiente (25 + 1 °C).
Adicionaram-se volumes crescentes de cada solvente sobre o farmaco, mediante
agitacdo, até a sua completa solubilizacdo. A classificacdo de solubilidade foi

determinada de acordo com a F. Bras.lV (1988).

4.2.3 Determinacéo do pH em solucéao

Para a determinacdo do pH da SQR e da amostra SIB1, foi utilizado um
potenciometro da marca Denver, modelo Ultra Basic UB-10, com compensacao
automatica de temperatura. Acoplouse a esse um eletrodo de vidro-calomelano
pH/ATC. O equipamento foi previamente aferido com as solu¢des tampéao de pH 7,0
e pH 4,0, nessa ordem.

Mediram-se os pH das solu¢des aquosas do farmaco a 2%. Para tanto, foram
preparadas trés solucdes de SQR e de SIB1, respectivamente, e a determinacao foi

realizada em triplicada para cada uma delas.
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4.2.4 Determinacao da faixa de fuséo

A faixa de fusdo foi determinada em triplicata para a SQR e SIB1.
Paralelamente, uma calibracdo de cada equipamento foi conduzida mediante analise
de uma substancia padrédo, a dicianodiamina (WHO), com ponto de fuséo

correspondente a 210 °C.

A taxa de aquecimento foi de 10 °C por minuto até atingir a temperatura de 10
°C abaixo do inicio da faixa de fusdo prevista para o farmaco. Apds essa
temperatura, a taxa foi ajustada para 1 °C por minuto, conforme estabelecido na F.
Bras. (1988).

Nas condicdes citadas, foram usados dois equipamentos de modelos
diferentes: o equipamento Mettler Toledo, modelo FP90, e o equipamento de bloco
metalico aquecido, segundo Koffler. Os procedimentos foram realizados em triplicata

para cada amostra.

Os resultados de faixa de fusdo obtidos nos dois equipamentos foram
comparados entre si, com os da DSC e com os emitidos no certificado de analise

dos fornecedores.

4.2.4.1 Equipamento Mettler Toledo, modelo FP90

As substancias para andlise (SQR e SIB1) foram inseridas em tubos capilares
até uma altura de 0,5 cm. Assim, foram acopladas e analisadas no equipamento. A

leitura da faixa de fuséo foi determinada automaticamente pelo aparelho.

4.2.4.2 Equipamento de bloco metélico aquecido, segundo Koffler

Algumas particulas das substancias (SQR e SIB1) foram dispostas em uma
fina camada, entre lamina e laminula. Este conjunto foi adaptado ao bloco metélico

aquecido do aparelho da marca Reichert. O aquecimento foi realizado por um
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Y

reostato e a temperatura foi controlada por um termdémetro acoplado a placa

metalica. A fusdo dos cristais foi observada com auxilio de microscopio.

4.2.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A SQR e todas as amostras de matéria-prima (SIB1, SIB2 e SIB3) foram

submetidas a analise por DSC, com fluxo de calor.

Pesou-se exatamente de 1 a 2 mg de cada amostra em um porta-amostra de
aluminio, o qual foi posteriormente tampado e selado em selador adequado. Esse
conjunto foi adaptado em um calorimetro diferencial de varredura Shimadzu da série
DSC-60. O equipamento foi acoplado a um aplicativo Thermal Analyser TA-60WS e

a um controlador de fluxo FC-60A.

O equipamento foi previamente calibrado com indio e zinco. Como referéncia,
foi utilizado um porta-amostra vazio. Os parametros experimentais utilizados séo

informados no Quadro 7.

Quadro 7. Especificacbes dos parametros experimentais utilizados na calorimetria
exploratoria diferencial as quais as amostras e SQR foram submetidas.

Parametro Especificacao
faixa de aquecimento entre 25 e 260 °C
gas de arraste nitrogénio

vazao do gas de arraste 50 mL/min
velocidade de aquecimento 10 °C/min

Também foram realizadas alteracdes do método:

»> Teste 1: alterou-se a velocidade de aquecimento para 40 °C/min, com
aguecimento até 250 °C e manteve-se 0s demais parametros descritos no
Quadro 7.
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» Teste 2: ap6s a andlise com os parametros normais (Quadro 7), resfriou

Se a amostra e aqueceu-se novamente nas mesmas condigées.

As andlises foram realizadas no Centro de Desenvolvimento Tecnolégico
(CDTF), da Faculdade de Farmacia da UFRGS.

4.2.6 Termogravimetria

A andlise termogravimétrica para a SQR, SIB1, SIB2 e SIB3 foi realizada em
equipamento Shimadzu TGA-50H, de 25 a 800 °C, com massas de amostras de 5 a
10 mg. Empregou-se uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de 50 mL/min
para o gas nitrogénio. As amostras foram inseridas em capsulas de platina e estas
acopladas ao equipamento. Obtiveram-se curvas termogravimétricas (TGA), as

guais foram posteriormente derivadas (DTG).

Os ensaios foram realizados no Centro Universitario FEEVALE.

4.2.7 Reagéo paracloretos

Pesaram-se cerca de 20 mg da SQR e SIB1, respectivamente. Adicionou-se 1
mL de agua. A esta solucéo, acrescentaram-se: 1 gota de HNO3 1% e 0,5 mL de
AgNO3; 0,1 M. Formou-se um precipitado branco caseoso, o qual foi filtrado com
auxilio de papel filtro. O precipitado retido no filtro foi lavado com trés por¢cdes de 1
mL de HNOj3; 1%. Aguardouse o escoamento do liquido remanescente no
precipitado. Dividiu-se o precipitado entre dois tubos de ensaio. Em um tubo de
ensaio, realizou-se o teste de solubilidade com HNO3 1%, enquanto no outro com
NH;OH 10%.
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4.2.8 Reacdo para aminas terciarias

A reacdao foi realizada mediante adicdo de 1 mL de reagente de Feigl-Ohkuma
(acido citrico 2%, diluido em anidrido acético) a 10 mg de SQR e de SIB1,

respectivamente. A seguir, aqueceu-se em banho-maria por cerca de cinco minutos.

7

A positividade do teste é confirmada pelo aparecimento de coloracao
vermelho escuro a marrom. O conteudo das capsulas de sibutramina (CAP) também
foi avaliado por esse teste. Para tanto, filtrouse a solugdo apos a adicdo do
reagente. A seletividade do ensaio foi avaliada mediante analise de outras moléculas

de aminas: etilamina, cloridrato de fluoxetina e trietilamina.

4.2.9 Rotacdao Optica especifica

A rotacdo Optica especifica foi determinada em polarimetro Perkin Elmer 341,

em temperatura ambiente (20 = 0,5 °C). Utilizou-se uma cubeta de quarzo com 1 dm

de percurso optico. A andlise foi realizada com 589,3 nm de comprimento de onda
daraia D de sddio.

Prepararam-se trés solucdes etandlicas a 1% p/V para cada anélise (SQR e

SIB1). A determinacao foi realizada em triplicada para cada uma delas.

Os calculos foram efetuados pela substituicdo dos valores na Equacéao 1.

Equacdo 1 [a]*% = all.c

Onde:
a = angulo de rotacao;
| = comprimento, em dm, da cubeta do polarimetro;
¢ = concentracdo da substancia, expressa em porcentagem p/V.
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4.2.9 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para o desenvolvimento do método, foram testadas diferentes quantidades de
amostra por ponto de aplicacdo na placa, varias fases moveis, reveladores e
substancias de comparacdo. O método que apresentou os melhores resultados,

associado a simplicidade de realizacéo esta detalhado no Quadro 8.

Quadro 8. Condicdes cromatograficas empregadas para andlise por CCD de SQR, SIB1. e
CAP.

CONDICAO DESCRICAO

Quantidade por ponto de aplicacéo 30 ny

Fase estacionaria cromatoplacas de gel de silica GF 254 Merck
Eluente etanol P.A.

Substancia de comparacao cloridrato de diltiazem

Reveladores vapores de iodo ou lampada UV 254 nm

Preparou-se uma cuba de vidro adicionando-se uma quantidade suficiente do

eluente para atingir uma altura de 1 cm. Saturou-se a cuba com o eluente.

Para a aplicacdo da SQR, amostra SIB1, conteudo de CAP e substancia de
comparacdo nas cromatoplacas, foram preparadas solucbes etandlicas na

concentracdo de 15 mg/mL do farmaco. Utilizou-se um capilar com volume de 2 niL

para a aplicacdo dos pontos contendo as substancias em analise.

Os pontos de aplicacdo apresentaram uma distancia de 1 cm entre si e de
1,5 cm da borda lateral da cromatoplaca. Além disso, a aplicacéo foi realizada numa
distédncia de 1 cm da borda inferior da cromatoplaca. Aguardou-se a evaporacgao do
solvente da solucao e inserir-se a cromatoplaca verticalmente numa cuba de vidro
previamente preparada para a migragéo do eluente. Fechouse a cuba e aguardou

se que o eluente migrasse 7 cm.
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ApGs a secagem do eluente em temperatura ambiente, procedeuse a
revelacdo das manchas correspondentes a migracao das amostras a partir dos seus
respectivos pontos de aplicacdo. Por fim, determinaram-se 0s tempos de retengao
(Rf), mediante a determinacdo das distancias percorridas de cada mancha e do

eluente.

O Rf da amostra foi comparado com o Rf do cloridrato de diltiazem, em

andlise simultdnea na mesma placa. O Rx foi calculado de acordo com a Equacéo 2.

Equacéao 2 Rx = Rfa / Rfr

Onde:
Rfa = fator de retencéo da amostra

Rfr = fator de retencéo da substancia de comparacéo

4.2.10 Espectrofotometria na regido do infravermelho (V)

Os espectros foram registrados em espectrofotometro de absorcédo na regido
do infravermelho (marca Bomen-Hartmann & Braun, série MB), na faixa de 400 a
4000 cm™. Para tanto, foram produzidas pastilhas de 150 mg de brometo de
potéssio contendo 1% da SQR e da amostra SIB1, respectivamente, do cloridrato de
sibutramina monoidratado. Realizouse a analise da SQR dessecada e nhao
dessecada. As amostras SIB1, SIB2 e SIB3 foram analisadas na forma n&o

dessecada.

Previamente a avaliacdo das amostras foi realizado um ensaio em branco

com uma pastilha contendo 150 mg de brometo de potassio P.A.

As analises foram realizadas no Instituto de Fisica desta Universidade.
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4.2.11 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (UV)

Os espectros foram obtidos em espectrofotometro de absor¢cado na regiao do
ultravioleta (Shimadzu UV-1601PC). Foram tracados espectros com comprimento de
onda entre 200 e 400 nm, empregando cubetas de quartzo com 1 cm de percurso

optico.

Como diluentes, foram testados: metanol, etanol e solucdo de acido cloridrico

0,1 M. Todos os reagentes utilizados nessa analise foram de grau analitico.

A concentracdo da amostra em solucdo também foi alterada e avaliada.
Avaliaram-se os espectros obtidos a partir de solugdes com concentragdes de 10, 20
e 30 ng/ml.

4.2.12 Aquametria

Foram testados e comparados os resultados dos dois métodos descritos a

sequir.

4.2.12.1 Método volumétrico por Karl-Fischer

O equipamento utilizado foi DL 37 Mettler Toledo, com deteccao coulométrica
do ponto final. Pesaram-se exatamente cerca de 30 mg da substancia em cada
analise. Determinou-se o teor de agua da SQR e da amostra SIB1, em triplicata, e

em trés dias diferentes.

Paralelamente, procedeu-se um ensaio em branco, com a finalidade de
descontar o volume de titulante correspondente a agua presente no ar do ambiente

de andlise.
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4.2.12.2 Método gravimétrico

Conforme o procedimento geral descrito na F. Bras IV (1988) para a
determinacdo da perda por dessecacdo, cada ensaio foi efetuado por secagem em
estufa até peso constante. Determinou-se a aquametria da SQR e da amostra SIB1,

em triplicata, e em trés dias diferentes.

Além da temperatura usual de 105 °C, foram testadas temperaturas
superiores. Avaliaram-se as perdas de massa mediante dessecacdo nas
temperaturas de 110 e 120 °C. Escolheram-se as condigbes que forneceram
resultados mais reprodutiveis e coerentes com aqueles obtidos pelo método

volumeétrico.

4.3 ANALISE QUANTITATIVA

4.3.1 Volumetria em meio ndo-aquoso (VMNA)

Testaram-se seis métodos diferentes para o doseamento do cloridrato de
sibutramina monoidratado por VMNA.

Para a realizacdo de cada método, pesaram-se exatamente cerca de 160
mg da amostra SIB1 de cloridrato de sibutramina monoidratado. A amostra foi
solubilizada em acido acético glacial. Em seguida, adicionaram-se o acetato
mercurico 6% ou o anidridro acético, além de uma solucéo indicadora. Essa solucéo
foi titulada com acido perclérico 0,05 M. Efetuou-se um ensaio em branco e este

volume foi descontado do volume do titulante gasto no doseamento do farmaco.

Os métodos foram codificados de 1 a 6. As diferencas entre os métodos, as
guais corresponderam ao aspecto quali e quantitativo de solucdes e reagentes
empregados, estao descritas no quadro 9.
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Quadro 9. Descricdo quali e quantitativa das solucdes e reagentes empregados em cada
método testado por VMNA para o doseamento do cloridrato de sibutramina monoidratado.

METODO Acido_ acético | Acetato mercurico Anidrido Indicador de ponto
glacial (mL) 6% (mL) acético (mL) final
1 40 3 - Cristal violeta S
2 40 3 - Naftolbenzeina Sl
3 40 3 - Potenciémetro
4 15 - 30 Cristal violeta Sl
5 15 - 30 Naftolbenzeina Sl
6 15 - 30 Potencidmetro

Optou-se pelo uso de indicadores adequados para a técnica por VMNA e com
facil diferenciacdo das cores. Desses, utilizaram-se o cristal violeta Sl (quatro gotas)
e naftolbenzeina Sl (dez gotas), os quais alteram a cor da solucdo para verde
esmeralda e verde, respectivamente. As solu¢cdes indicadoras utilizadas na titulagao

foram preparadas de acordo com a recomendacéao da F. Bras. IV (1988).

Em cada método com o uso de solucéo indicadora de ponto final (métodos 1,
2, 4 e 5), procedeu-se, paralelamente, uma titulacdo potenciométrica (métodos 3 e
6). Para tanto, utilizo-se um potencidmetro da marca Digimed modelo DMPH-2,
acoplado a um eletrodo de vidro-calomelano.

O &cido perclérico 0,05 M utilizado foi diluido em acido acético glacial e
padronizado frente a uma solucdo titulante de biftalato de potassio (F. Bras. 1V,
1988). Cada solucdo de amostra ou substancia de referéncia foi titulada, no minimo

cinco vezes, obtendo-se um coeficiente de variagéo inferior a 1%.

Cada mL de titulante 0,05 M equivale a 16,71 mg de cloridrato de sibutramina
monoidratado.
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Os seis métodos foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) e,
posteriormente, os resultados de dois deles foram comparados com os obtidos por

um método por CLAE previamente validado.

4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para o desenvolvimento e validacdo do método por CLAE, utilizouse um
cromatégrafo a liquido Shimadzu LC-10ADvp. Este equipamento foi acoplado a
detector de arranjo de fotodiodos SPD-10AV\p (DAD), degaseificador DGU-14A,
central de controle SCL-10Avyp € injetor manual Rheodyne. Os dados foram obtidos e

analisados com o auxilio do aplicativo Class-VP.

As fases moveis foram preparadas com solventes de grau analitico adequado
para o método de CLAE (J.T. Baker?). A &gua ultrapura utilizada foi obtida em um

sistema MilliQ* Millipore.

O método desenvolvido foi validado para matéria-prima e capsulas
industrializadas do cloridrato de sibutramina monoidratado. Para a validacdo do
método para a matéria-prima, foram utilizados a SQR e a amostra SIB 1, enquanto

para capsulas industrializadas foi empregada a amostra CAP.

Na fase de desenvolvimento do método, realizaram-se varios testes, com
diferentes composicdes e pH da fase movel, colunas e fluxos. As condigcbes
cromatograficas do método, que apresentaram os melhores resultados para a

validag&o, constam no quadro 10.

Cada solucédo de amostra ou substancia de referéncia foi injetada, no minimo
trés vezes, esperando-se obter um coeficiente de variacdo inferior a 1% (FDA,
1994).

Os parametros utilizados para a validacdo foram: especificidade, linearidade,
preciséo, exatidao e robustez (BRASIL, 2003 b; ICH, 2005; USP 30, 2007).
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Quadro 10. Condi¢gbes cromatograficas utilizadas para a validagcdo do método por CLAE
para a analise do cloridrato de sibutramina monoidratado.

Condicéao Descricéao
Macherey-Nagel Nucleosil® Cg ec, 150 x 4,0 mm, particulas 5 nm,
Coluna poros 100 ?
Pré coluna Phenomenex®
Fase movel ACN e agua (75:25 V/IV), 0,3% trietilamina, pH 7,0 (H:PO,)
Volume de injecao 20 nL
Fluxo da fase movel 1,2 mL/min
Deteccéo ultravioleta, com | =225 nm

4.3.2.1 Especificidade

A especificidade do método por CLAE foi determinada mediante a analise da
SQR do cloridrato de sibutramina monoidratado na presenca de seus produtos de
degradacdo. Para tanto, forcouse a degradacdo do farmaco frente a vérias

condicOes de estresse, conforme descritas a seguir.

4.3.2.1.7 Temperatura

Pesaram-se exatamente cerca de 32 mg da SQR do cloridrato de sibutramina
monoidratado, o qual permaneceu em estufa a 80 °C, durante 24 horas. Realizow
se a primeira diluicdo com metanol e a segunda com a fase movel, a fim de obter

uma solugéo com 60 ng/mL do farmaco.

Para a avaliacdo do comportamento do farmaco na forma farmacéutica
capsulas (CAP), nessa condicéo de estresse por 10 dias, pesou-se 0 seu contetdo e
procedeu-se da mesma forma descrita para a matéria-prima, sendo necesséria, no

entanto, uma etapa de filtracdo apos a primeira diluicéo.
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4.3.2.1.8 Luz ultravioleta

Preparou-se uma solucdo metandlica contendo 600 ng/mL da SQR do
cloridrato de sibutramina. Uma aliquota de 1,0 mL dessa solucédo foi exposta a
radiacdo ultravioleta (254 nm) durante 24 horas, em cubeta de plastico transparente.
ApOs este periodo, realizou-se uma diluicdo com a fase movel, a fim de obter uma

solug¢do com 60 ng/mL do farmaco.

Procedeu-se simultaneamente um ensaio em branco com a SQR. Esse foi
realizado mediante a protecdo da cubeta, de forma que a luz ndo incidisse na

solucédo com o farmaco.

4.3.2.1.9 Hidrodlise acida

Pesaram-se exatamente cerca de 32 mg da SQR do cloridrato de sibutramina
monoidratado em baldo volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 10 mL de HCI 1 M e
a mistura foi agitada mecanicamente durante duas horas. Em seguida, neutralizou
se a solucdo com NH;OH 1 M e diluiu-se com a fase movel até a obtencdo de uma
solucao contendo 60 ng/mL do farmaco. O mesmo procedimento foi realizado para o
farmaco na forma farmacéutica capsulas, realizando-se uma filtragdo apés a primeira

diluigéo.

4.3.2.1.10Hidrolise alcalina

Pesaram-se exatamente cerca de 32 mg da SQR do cloridrato de sibutramina
monoidratado em baldo volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 10 mL de NaOH 1 M
e a mistura foi agitada mecanicamente durante duas horas. Em seguida, neutralizou
se a solucdo com HsPO,4 10% e diluiu-se com a fase mével até a obtencdo de uma
solugéo contendo 60 ng/mL do farmaco. O mesmo procedimento foi realizado para o
farmaco na forma farmacéutica capsulas, realizando-se uma filtracdo apos a primeira

diluigéo.
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4.3.2.1.110xidacao

Pesaram-se exatamente cerca de 32 mg da SQR do cloridrato de sibutramina
monoidratado em baldo volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 10 mL de peroxido
de hidrogénio 3% e a mistura foi agitada durante duas horas. Diluiu-se com a fase
moével até a obtengdo de uma solugdo com 60 ng/mL do farmaco. O mesmo
procedimento foi realizado para o farmaco na forma farmacéutica céapsulas,

realizando-se uma filtracado apds a primeira diluicao.

4.3.2.1.6 Solucao simulada de excipientes

Para avaliar a especificidade do método para o doseamento do farmaco na
presenca de excipientes presentes na formulacdo, preparou-se uma solucdo
simulada contendo os Uultimos. Realizaram-se as diluicdes de acordo com o
procedimento para capsulas, ou seja, a primeira diluicdo em metanol e a segunda
em fase movel. A solugdo final desse placebo foi constituida de: dioxido de silicio,
estearato de magnésio, lactose e celulose microcristalina, has concentragdes 10, 20,

490 e 520 ng/mL, respectivamente.

4.3.2.2 Linearidade

Para a constatacdo da linearidade do método proposto, por CLAE,
construiram-se trés curvas padrdo, sendo cada uma em um dia diferente. Cada

curva foi realizada com sete concentracfes diferentes.

Para cada curva, preparouse uma solugdo metandlica da SQR, numa
concentracdo de 250 ng/mL referente ao cloridrato de sibutramina anidro. Aliquotas
dessa solucdo-estoque foram transferidas para bal6es volumétricos, com o auxilio
de uma bureta. As solucdes finais foram diluidas na fase mdvel empregada no
método desenvolvido por CLAE. O esquema de dilui¢cdes utilizado para o preparo de
cada solucdo, bem como as respectivas concentracfes obtidas, estdo demonstrados

na Tabela 1.
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Realizaram-se trés injecOes para cada solugdo da curva padrdo. Calculouse
a média das areas obtidas para os pontos de cada curva. Os valores das areas

médias absolutas foram plotados versus as respectivas concentra¢des (mg/mL) para

a obtencao do gréfico da curva padrao.

A regressao linear pelo método dos minimos quadrados foi utilizada para as
determinacfes da equacdo da reta e do coeficiente de correlacdo (r). Por fim, a
linearidade do método foi estabelecida mediante a analise de variancia (ANOVA)

dos resultados.

Tabela 1. Esquema c diluicdes utilizado nas curvas-padrdo, a partir de uma solucéo
estoque contendo 250 ng/mL da SQR.

PONTO N° eéL@;Séad%assQoll?ugioL) Baldo volumétrico (mL) Conczr:;r/:;f)o final
1 3,0 25,0 30,0
2 4,0 25,0 40,0
3 50 25,0 50,0
4 6,0 25,0 60,0
5 7,0 25,0 70,0
6 8,0 25,0 80,0
7 9,0 25,0 90,0

4.3.2.3 Limites de deteccéao (LD) e de quantificagéo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) foi estimado através da Equacdo 3, enquanto o limite de
quantificacdo (LQ) foi calculado através da Equacdo 4. Essas equacdes consideram 0s
dados obtidos para as curvas-padréo (BRASIL, 2003 b; ICH, 2005; USP 30, 2007).
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Equacéo 3 LD=(3,3xs)/b
Equacéo 4 LQ=(10xs)/b
Onde:

s = desvio padrdo médio do intercepto de trés curvas padrao;

b = coeficiente de correlacéo linear.

4.3.2.4 Precisao

A precisdao do método por CLAE foi estabelecida através de analises de
solugbes do cloridrato de sibutramina em trés diferentes dias, comparando-se a
amostra SIB1 com a SQR. Para tanto, pesaram-se exatamente cerca de 32 mg da
de cloridrato de sibutramina monoidratado e esse foi dissolvido e diluido com
metanol em bal&o volumétrico de 25 mL. Transferiu-se uma aliquota de 1,0 mL desta
solucéo para um baldo volumétrico de 20 mL. Completou-se o volume com a fase
movel descrita no Quadro 10 (p. 47), obtendo-se uma solucéao para analise com 60,0
ng/mL.

Em cada dia foram preparadas e analisadas seis diferentes solucbes
contendo 60,0 ng/mL de cloridrato de sibutramina anidro, as quais foram pesadas

individualmente. No total dos trés dias foram analisadas 18 solu¢cdes. Realizaram-se
trés injecbes para cada solucéo.

A precisdo do método para a determinacdo do farmaco em CAP foi
determinada da mesma maneira descrita para matéria-prima. No entanto, adaptou
se a massa a ser pesada de acordo com o peso médio das capsulas e seu
respectivo conteudo de farmaco. Além disso, filtrou-se a solugdo metandlica antes

da transferéncia da aliquota de 1,0 mL para o baldo volumétrico de 20 mL.
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A repetibilidade foi avaliada pelo calculo dos DPR das médias das seis
determinacdes diarias. Enquanto a precisdo intermediaria foi verificada através do
desvio padrao relativo (DPR) das médias obtidas nos trés dias (BRASIL, 2003 b;
ICH, 2005; USP 30, 2007). As concentracdes das solucdes de amostra foram

calculadas através da Equacéo 5 (F. Bras. IV, 1988), seguidas da Equacéo 6.

Equac;éo 5 Ca=Aa. CSR/ASR
Equacéao 6 Ca (%) =Ca.100/Cy
Onde:

Ca = concentragdo real do farmaco na solucdo de amostra (mg/mL);

Ap = &rea absoluta da amostra (média de trés injecdes);

Csr = concentracdo do farmaco na solucao da substancia de referéncia (mg/mL);
Asr = area absoluta da substancia de referéncia (média de trés injecdes);

Ca (%) = concentracdo do farmaco na amostra;

Ct = concentracao tedrica do farmaco na solucdo de amostra (mg/mL).

4.3.2.5 Exatidao

A exatiddo do método para a determinacdo de matéria-prima foi inferida a
partir dos resultados obtidos nas avaliacbes da especificidade, linearidade e

precisao.
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Para o produto acabado, avaliou-se a exatiddo do método através de testes

de recuperacdo do farmaco. Para tanto, adicionaram-se quantidades conhecidas da

SQR sobre a amostra de capsulas.

Prepararam-se as seguintes solucfes metandlicas:

» Solucdo da amostra (Sa): realizouse o peso médio do conteddo da amostra

CAP. A seguir, pesou-se uma quantidade do seu conteudo para preparar uma

solucdo contendo exatamente cerca de 250 ng/mL de cloridrato de

sibutramina anidro. Diluirse em metanol e filtrou-se com auxilio de papel

filtro.

» Solucdo da SQR (Sp): preparou-se uma solucdo contendo exatamente cerca

de 250 ng/mL de cloridrato de sibutramina anidro. Diluirse em metanol e

filtrou-se com auxilio de papel filtro.

Aliquotas das solucbes Sy e Sp foram utilizadas para preparar as solugcdes

para avaliacdo da recuperacdo da SQR na amostra de CAP. Obtiveram-se solugbes

com concentracgdes finais de 50, 60 e 70 ng/mL. O esquema utilizado para o preparo

destas soluc¢des, com mistura de aliquotas de Sa e Sp, esta demonstrado na Tabela

2.

Tabela 2. Esquema para o preparo das solugBes para avaliacdo da recuperagdo do
cloridrato de sibutramina na sua determinacéo em capsulas.

Solucéo Aliquotade S, Aliquota de Sp voIEr?\IStorico C;?nnz;ig’gﬁgio
(mL) (%)
A 25 40
Aq 25 50
A 25 60
As 25 70
P 25 40
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4.3.2.6 Robustez

Algumas variacfes das condicdes cromatograficas estipuladas (Quadro 10, p.
47) foram realizadas para avaliar o parametro de robustez do método desenvolvido
por CLAE. As alteracbes sdo apresentadas no Quadro 11. As demais condi¢cdes

foram mantidas.

Prepararam-se solucfes estoque contendo 600 ng/mL de SQR e de SIB1,
respectivamente, as quais foram diluidas em metanol. As solucbes finais, na
concentracdo de 60 ng/mL, foram diluidas na fase movel referente a cada condicéo

de avaliacédo.

Além das alteragBes descritas, analisowse a solugcdo de SQR em outro
cromatografo a liquido de alta eficiéncia. Utilizouse o equipamento Shimadzu LC-
10AD, acoplado a detector de ultravioleta SPD-10A, degaseificador DGU-14A,
central de controle SCL-10Avyp € injetor manual Rheodyne. Os dados foram obtidos e

analisados com o auxilio do aplicativo Class-VP.

Quadro 11. Modificagbes das condigbes cromatograficas para a avaliacdo da robustez do
método por CLAE.

Fase movel
Coluna*
ACN:4agua (% V/IV) pH da agua
Macherey-Nagel Nucleosil® ec 75:25 7,0
Macherey-Nagel Nucleosil® ec 75:25 6,8
Macherey-Nagel Nucleosil® ec 75:25 7,2
Macherey-Nagel Nucleosil® ec 73:27 7,0
Macherey-Nagel Nucleosil® ec 77:23 7,0
Shimadzu 75:25 7,0

* Coluna Gz 150 x 4,0 mm, particulas 5 nm, poros 100 ?.
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4.3.3 Comparacdo estatistica entre os métodos de doseamento

Os resultados obtidos em dois métodos por VMNA foram comparados
estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) com o método por CLAE

validado.

4.4 ESTUDO PRELIMINAR DA ESTABILIDADE

Realizaram-se estudos preliminares e acelerados de estabilidade do farmaco,
frente a temperatura, e a radiacdo UVB e UVC. Cada fator foi avaliado com a SQR
cloridrato de sibutramina monoidratado, antes e apés véarios tempos de degradacao,
os quais foram estabelecidos experimentalmente. As avaliacbes dos teores e

produtos de degradacéo foram acompanhadas por CLAE.

4.4.1 Exposicéo atemperatura elevada

Pesou-se uma quantidade de SQR para obter uma solucao final com 60
ng/mL. A SQR do farmaco foi submetida a temperatura de 60 °C, em estufa, pelo
periodo de um, dois, trés e dez dias. Apds cada tempo de exposi¢do, o farmaco foi
diluido em metanol e posteriormente em fase moével. Realizaram-se trés injecdes

para cada tempo de exposicao.

4.4.2 Exposicéo aradiacédo ultravioleta

Submeteuse 1,0 mL de solugdo metandlica contendo 600 ng/mL da SQR a
radiacdo UV 254 nm (lampada Philips TUV lamp; 30 W; 96 V; 0,36 A) e UV 352 nm
(Blacklight blue lamp, marca Orion; 30 W; 130V), respectivamente, em céamara
espelhada internamente. Ap6s o periodo de um, dois, trés e quatro dias de

exposicao a radicdo UVA ou UVB, diluiu-se a aliquota em fase movel para obter uma
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solugdo com a concentracdo de 60 ng/mL. Realizaram-se trés injecbes para cada

tempo de exposicao.

O estudo foi realizado em solugdo porque essa condicdo permite melhor
penetrabilidade da luz em comparacéo a substancia no estado solido (CONNORS,
1986). Paralelamente, submeteu-se uma amostra as mesmas condi¢des, porém com

protecdo a incidéncia de radiacao (substancia ndo degradada).
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5.1 SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA E AMOSTRAS

Em casos de inexisténcia de sustancias de referéncia oficializadas por
codigos autorizados pela legislacdo vigente, admite-se o uso de padrbes de
trabalho. Tais padrées devem ter a sua identidade e o seu teor adequadamente
comprovados (BRASIL, 2003 b).

Neste trabalho, utilizou-se um padréo de trabalho, denominado SQR, que foi
caracterizado e quantificado, a fim de garantir a sua identidade e um grau de pureza
aceitavel. Para tanto, foi necessario escolher um dos lotes das amostras adquiridas
de matérias-primas do farmaco. O critério de escolha para a SQR foi embasado nos
resultados obtidos por DSC. A escolha da SIB1 para ser analisada por todos os
métodos qualitativos e quantitativos também foi embasada nesse teste (item 5.2.5,
p. 66).

A SQR, a SIB1 e as demais amostras (SIB2 e SIB3) foram utilizadas para a
avaliagdo do comportamento termoanalitico do farmaco, pelas técnicas de: DSC e
TGA.

Todas as analises foram realizadas com a SQR ou a amostra na sua forma
ndo dessecada. Optouse por isso, pois houve indicios de degradacdo térmica do
farmaco mediante dessecacdo em estufa (item 5.2.13.2, p. 83), 0 que poderia
interferir nas analises. Os ensaios de doseamento foram sempre acompanhados da
determinacédo do teor de agua pelo método volumétrico (Karl Fischer), o qual foi

considerado nos respectivos calculos.

O doseamento do farmaco no produto acabado (CAP) foi validado por CLAE.
O valor rotulado de cada capsula € de 15 mg de cloridrato de sibutramina
monoidratado, equivalendo a 12,55 mg de sibutramina base anidra. O peso médio
do conteudo de 20 cépsulas foi de 0,2431 g, determinado de acordo com F. Bras. M
(1988).
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5.2 ANALISE QUALITATIVA

Os testes qualitativos s&o realizados para garantir a identidade de
determinada substédncia em uma amostra. Isso, geralmente, € demonstrado
mediante a comparacdo das propriedades da amostra com uma substancia de
referéncia (ICH, 2005).

A andlise qualitativa do cloridrato de sibutramina monoidratado incluiu
métodos capazes de assegurar a identificacdo, sendo muitos deles também

passiveis de realizacdo em farméacias magistrais.

5.2.1 Descricéo

A avaliacdo dos caracteres organolépticos, por um analista experiente, pode
contribuir para o controle de qualidade de uma matéria-prima farmacéutica. Tais

caracteristicas podem evidenciar a ocorréncia de degradacdes do farmaco.

A SQR e amostra SIB1 do cloridrato de sibutramina monoidratado
apresentaram-se como um pé branco a quase branco, cristalino e com odor
caracteristico. Os resultados obtidos estavam conforme a especificacdo descrita no

certificado de analise emitido pelo fornecedor do farmaco.

Mediante uma avaliagdo macroscopica foi possivel verificar que os tamanhos
das particulas da SQR, SIB1 e SIB2 do farmaco eram semelhantes entre si. No

entanto, as particulas da amostra SIB3 eram visivelmente maiores.

E importante que o fabricante padronize o tamanho das particulas da matéria-
prima utilizada na formulagdo farmacéutica, realizando um controle por meio de
analise granulométrica. Afinal, tal medida é uma das caracteristicas que exerce
influéncia na taxa de dissolugdo do farmaco nos fluidos gastrintestinais. Esse fator
pode contribuir na absorcao, principalmente em casos de farmacos pouco sollveis
(ANSEL et al, 2000; GOODMAN et al, 2006; RANG et al, 2007).
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5.2.2 Solubilidade

Apesar da técnica para a determinacdo da solubilidade ser simples, uma
avaliacdo precisa é relativamente dificil (KAWAKAMI et al, 2005) e ndo deve ser
considerada como uma constante fisica (F. Bras. IV, 1988). Ainda assim, 0s
resultados da solubilidade podem ser Uteis para predizer a qualidade de uma

matéria-prima farmacéutica.

Quando a solubilidade obtida apresenta elevada discrepancia quanto a
especificacdo, a justificativa pode ser uma ou mais das seguintes: ocorréncia de
polimorfismo, presenca de impurezas ou a identidade do farmaco néo é confirmada
(GU e GRANT, 2001).

A avaliagdo da solubilidade para a SQR e a amostra SIB1, em diversos
solventes, estd demonstrada no Quadro 12. A classificacdo de solubilidade obtida foi

idéntica para SQR e SIB1, frente aos solventes testados.

A amostra SIB2 diferiu de SQR e SIB1 quanto a solubilidade apenas em
acetato de etila (muito pouco soluvel) e em acido cloridrico 0,1 M (pouco soluvel). A
amostra SIB3 apresentou a mesma solubilidade que SQR e SIB1 nos solventes

metanol, etanol e acetato de etila, enquanto nos demais solventes mostrou um nivel
de solubilidade superior.

De acordo com BUDAVARI (2001), o cloridrato de sibutramina monoidratado
apresenta uma solubilidade de 2,9 mg/mL em &gua, em pH 5,2. O resultado

encontrado foi condizente com essa especificacdo, ou seja, pouco soluvel.

O certificado de analise dos fabricantes do cloridrato de sibutramina
monoidratado informou que este é facilmente solivel em metanol e N,N-
dimetilformamida. Contudo, para o metanol, houve alteracdo do termo descritivo de
solubilidade em um nivel, apresentando maior solubilidade que a indicada, o que é

perfeitamente aceitavel.
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Quadro 12. Avaliagcdo da solubilidade para SQR e SIB1, conforme a classificagdo descrita

na F. Bras. 1V (1988).

Solvente

Termo Descritivo para SQR e SIB1

Classificacéo de

Solubilidade*
Agua Pouco soltvel De 100 a 1.000 partes
Metanol Muito solavel Menos de 1 parte
Etanol Facilmente soltvel De 1 a 10 partes

N,N-Dimetilformamida

Facilmente sollvel

De 1 a 10 partes

Acetato de etila

Praticamente insoltvel ou insollvel

Mais de 10.000 partes

Eter etilico Praticamente insollvel ou insoltvel Mais de 10.000 partes
HCI0,1 M Muito pouco sollvel De 1.000 a 10.000 partes
NaOH 0,1 M Praticamente insollvel ou insoltvel Mais de 10.000 partes

* Conforme a F. Bras. IV (1988), o termo partes refere-se a dissolucédo de 1 g do farmaco por mililitros
do solvente estabelecido no numero de partes.

O cloridrato de sibutramina monoidratado apresentou maior solubilidade em

solventes polares (metanol, etanol e N,N-dimetilformamida) do que em solventes

pouco polares (éter etilico e acetato de etila). No entanto, o farmaco ndo apresentou

solubilidade em &gua. Logo,

verificou-se que a molécula do farmaco é

moderadamente polar. Certamente, a formacdo do sal de cloridrato na molécula do

farmaco colaborou para o aumento de sua solubilidade.

A maior solubilidade do cloridrato de sibutramina monoidratado em uma

solucado acida diluida (HCI 0,1 M) do que em solucdes alcalinas é uma caracteristica

dos sais de aminas nao soliveis em agua. O mecanismo que justifica tal
caracteristica esta apresentado no Esquema 1 (SOLOMONS e FRYHLE, 2005).
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//_\ pl
(RD)(R2)(R3)N : + H" ZCrI - (R1)(R2)(R3)N*'—=H + CI
amina insoluvel sal de aminio
em agua soluvel em agua

Esquemal

5.2.3. Determinacao do pH em solucao

A medida potenciométrica de pH ocorre mediante alteracdo do potencial de
uma célula galvanica, a qual é inserida na solucao cujo pH se quer determinar. A
determinacdo do pH em solucdo aquosa constitui um método rapido e simples,
auxiliando na caracterizacdo do farmaco (KOROLKOVAS, 1988).

A média dos resultados obtidos na determinacdo do pH das solu¢des de SQR

e SIB1 é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Média da determinacdo do pH de solucdes aquosas a 2% da SQR e amostra
SIB1.

SQR SIB1
Média (%) 4,92 4,70
DPR (%) 0,48 0,53

Os valores de pH obtidos estdo dentro da faixa de pH especificada no
certificado de analise emitido pelos fornecedores do farmaco, ou seja, de 4,5 a 5,5

para uma solucdo aquosa a 2%.
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5.2.4. Determinacgéo da faixa de fuséo

A determinacdo desse parametro infere a pureza de uma substancia quimica,
guando comparado com uma substancia padrao ou dados de literatura (SHRINER et
al, 2004). Entretanto, para a confirmacao da identidade do farmaco é necesséria a

realizacdo de ensaios complementares a esse.

No equipamento Mettler Toledo, modelo FP90, a faixa de fusédo foi
determinada mediante a passagem de luz através do tubo capilar no momento em
gue iniciou e em que terminou a fusdo do solido. Ja no equipamento de bloco
metalico aquecido, segundo Koffler, a verificagdo da faixa de fusédo foi acompanhada

visualmente através do microscopio.

Os resultados obtidos nos equipamentos, para trés determinacdes de faixas
de fuséo para SQR e SIB1, foram corrigidos em relagédo a uma substancia padréo e
estdo dispostos na Tabela 4. Concomitantemente, é realizada a comparagdo com 0s
resultados presentes nos certificados de analise dos fornecedores e as faixas de
fusdo obtidas por DSC (item 5.2.5). N&o foi calculado o DPR dos resultados, pois os

valores obtidos representam uma faixa e ndo um ponto de fuséo.

Tabela 4. Comparagcéo dos valores das faixas de fusdo obtidas para SQR e SIB1, pelo
fornecedor e pelos equipamentos segundo Koffler, Mettler Toledo e DSC.

Resultado do Equipamento Equipamento Equipamento

fornecedor* DSC bloco metalico Mettler Toledo
aquecido** FP90**

199 - 203 °C 196,5 - 198,1 °C

SQR | 1952 -196,6°C 197,89 - 199,74 °C 198 - 202 °C 197,1 - 198,3 °C

199 - 203 °C 196,8 - 198,8 °C

198 - 202 °C 196,3 - 197,9 °C

SIB1| 192,5-1958°C 198,37 - 200,20 °C 199 - 203 °C 195,7 - 198,4 °C

198 - 201 °C 195,9 - 198,1 °C

* Resultado indicado no certificado de andlise emitido pelo fornecedor da matéria-prima.
** VValores corrigidos em relacdo a uma substancia padréo de ponto de fusao.
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Os resultados obtidos pelo equipamento Mettler Toledo e bloco metalico
aguecido apresentaram uma pequena diferenca de 1 a 4 °C. Ainda assim, em

ambos os casos, as faixas de fusdo variaram +2 °C em relag&o valor obtido por

DSC, considerado 0 mais correto.

As faixas de fusdo apresentaram diferenca em relacdo a indicacao na
literatura, correspondente a uma faixa de 193 a 195,5 °C (BUDAVARI, 2001). Na
avaliacdo, € importante considerar que a SQR e a amostra SIB1 foram
sintetizadas na india e na China, respectivamente. Enquanto a especificacdo da
faixa de fusdo indicada por BUDAVARI (2001), provavelmente, corresponde a
molécula sintetizada pela industria Abbott, detentora da patente do cloridrato de
sibutramina monoidratado até o ano de 2006. Assim, alguns fatores podem ser

responsaveis pela diferenca em relacéo aquela especificacao.

As discrepancias podem ser devido a diferentes formas polimorficas da
molécula, produzidas na etapa de cristalizacdo ou até mesmo durante o transporte e
armazenamento. A forma polimérfica mais estavel, ou seja, com menor energia livre,
possui um ponto (ou faixa) de fusdo maior (AULTON et al, 2005). Portanto, é
possivel que a estrutura cristalina das moléculas correspondentes a SQR e a SIB1
seja a mais estavel. Para confirmar essa hipétese seria necessario dispor de uma
amostra de matéria-prima sintetizada pela Abbott e realizar os ensaios pertinentes

para a avaliagéo de polimorfismo.

A presenca de impurezas em grande quantidade também poderia justificar as
diferencas entre as faixas de fuséo obtidas. Entretanto, esta possibilidade foi
desconsiderada, pois as analises por outras técnicas quali e quantitativas

comprovaram a identidade quimica e a pureza da SQR e da SIB1.

Apesar disso, os resultados apresentados nos certificados de analise emitidos
pelos fabricantes de SQR e SIB1 foram diferentes dos obtidos neste trabalho. A
diferenca pode estar relacionada com o tipo de equipamento, velocidade de
aquecimento e na utilizacdo ou ndo de substancia padrdo para a correcao da faixa

de temperatura observada.
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Apés a fusdo do farmaco, observouse a formacdo de um produto de
coloracdo amarelada. Através da observacdo no equipamento de bloco metalico
aquecido, verificou-se que a ebulicdo ocorreu logo apds a fusdo das amostras. A

faixa de ebulicdo ocorreu entre 210 e 212 °C.

5.2.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € uma técnica em que as
diferencas no fluxo de calor na amostra e na referéncia sdo medidas como fungéo
da temperatura da amostra enquanto as duas sado submetidas a um programa de
temperatura controlada. Dessa forma, é determinada a entalpia envolvida em
transicbes endotérmicas ou exotérmicas (SKOOG et al, 2002). Esse método térmico
fornece informacgdes Uteis para avaliagdo do comportamento de farmacos, tais como:
formacéo do cristal, polimorfismo, temperatura de fusdo, sublimacado, desidratacao,
evaporagao e pureza (ARMIJO et al, 2004; SUITCHMEZIAN et al, 2007; USP 30,
2007).

Os parametros experimentais influem nos resultados das analises por DSC.
Entdo, devem ser citadas as informacdes referentes a massa de amostra, material
do porta-amostra, vazao e natureza do gas de arraste e velocidade de aquecimento
(ARMIJO et al, 2004; BERNAL et al, 2002).

Observaram-se dois perfis distintos entre os termogramas obtidos para a SQR
e para as amostras SIB1, SIB2 e SIB3, respectivamente. Verificou-se que a SQR e
SIB1 (Figura 3) apresentaram um comportamento térmico semelhante, enquanto
SIB2 e SIB3 (Figura 4) apresentaram outro perfil.

Os termogramas referentes a SQR e a SIB1 apresentaram trés eventos
endotérmicos principais. O primeiro evento, com a forma larga, corresponde a perda
de agua de hidratacédo, o segundo a fusédo e o terceiro a volatilizagdo. No final do
altimo evento ha, aparentemente, a sobreposicdo de outro evento, ocasionando o
alargamento do pico. Para verificar se isso € devido a degradacdo térmica da

amostra, realizouse outro teste por DSC, com alteracdo dos parametros do Quadro

66



6. Conclusodes

7 (p. 38). Aumentando a velocidade de aquecimento para 40 °C/min e mantendo-se
os demais parametros do método original, obteve-se um termograma com todos o0s
eventos deslocados para uma temperatura maior, além do alargamento da forma
dos picos (Figura 3). Nao foram verificados, porém, sinais de degradacéo com essas
alteracdes. Entdo, a sobreposicéo de picos no final do termograma pode ser devido
a diferenca de temperatura entre a tampa e o fundo do porta-amostra, sendo a
segunda maior que a primeira. Por isso, numa temperatura ligeiramente superior ao
ponto de ebulicdo, pode haver condensacdo do material volatilizado na tampa do

porta-amostra, o qual sofre ebulicdo novamente em temperatura mais elevada.

DSC [
mw
S
~/
=
L
| L L L L |
100 200

Temperatura (°C)
Figura 3. Termogramas obtidos para: SQR (preto) e SIB1 (vermelho), de acordo com as

condic¢des analiticas descritas para a técnica de DSC no Quadro 7 (p. 38); SIB1 (azul) com
velocidade de aquecimento 40 °C/min e demais condigbes mantidas.
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O primeiro e 0 segundo eventos ocorreram em temperaturas similares nas
guatro amostras. Entretanto, os termogramas para SIB2 e SIB3 apresentaram
eventos endotérmicos adicionais em relacdo a SQR e a SIB1. O segundo e o
terceiro eventos de SIB2 e SIB3 podem ser devido a fusdo de uma forma polimorfica
I, seguida de cristalizacdo e fusdo de uma forma polimérfica Il, respectivamente.
Esses casos podem ser justificados quando ha polimorfismo da molécula ou pseudo-
polimorfismo devido a agua de hidratacdo. No ultimo caso, particulas de tamanhos
maiores influem negativamente na remocdo da agua da rede cristalina, o que pode
contribuir para a existéncia de dois eventos de fusédo, sendo um na forma anidra e
outro na forma hidratada. Posteriormente a esses processos, ocorreu outro evento,
que, provavelmente, corresponde a ebulicdo. O final desse evento, como justificado

para SQR e SIB1, pode ser devido a condensacéo e posterior ebulicéo.

DSC
mw

<—Endo

| 1 1 1 1
100 200
Temperatura (°C)

Figura 4. Termogramas obtidos para: SIB2 (preto) e SIB3 (vermelho), de acordo com as
condicdes analiticas descritas para a técnica de DSC no Quadro 7 (p. 38).

68



6. Conclusodes

Para averiguar a existéncia de polimorfos, realizouse uma analise com o0s
parametros originais (Quadro 7, p. 38), sendo a amostra resfriada e aquecida
novamente nas mesmas condi¢cdes e ndo se obteve termograma. A razéo para tal
fato € que a amostra foi aquecida até 250 °C, temperatura muito superior ao seu

ponto de ebulicdo, sendo assim eliminada através dos orificios do porta-amostra,

logo apds o primeiro aguecimento.

Os dados obtidos pela técnica de DSC para a SQR e amostras séo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados obtidos pela técnica de DSC para SQR e amostras SIB1, SIB2 e SIB3.

Amostra 1° EVENTO 2° EVENTO 3° EVENTO 4° EVENTO

(massa, Onset Peak Heat" Onset Peak Heat® Onset Peak Heat® Onset Peak Heat® (-
gramas) (C) (C) (Jg) (C) (O (g (€ (O (g (C) (O J/g)

*
(S]-Q?,%) 95,7 115,66 88,40 197,89 199,74 75,59 203,52 207,40 156,58 - - -

SIB1*
95,99 118,42 95,67 198,37 200,20 82,91 20553 210,31 177,11 - - -

(1,81)

SIB1*
(1 84) 110,59 136,56 86,98 201,02 205,81 89,83 219,21 230,37 165,73 - - -

sIB2*
(1 51) 101,76 118,79 72,40 196,54 198,99 43,69 202,93 206,74 33,91 211,41 214,12 -

*
(Slliz) 96,14 113,29 68,68 196,55 199,48 41,00 202,98 206,95 37,08 208,65 212,94 -

* Técnica conforme parametros descritos no Quadro 7 (p. 38).

** Técnica com velocidade de aquecimento de 40 °C/min e demais parametros conforme descritos no
Quadro 7 (p. 38).

* Calculado em relag&o a &rea entre vale e pico.

Testes adicionais, como microscopia e difracdo de raios-X, variagcdes das
condicbes de DSC e TGA acoplada a equipamento para a identificacdo de gases,
como espectrofotdbmetro na regido do infravermelho ou espectrébmetro de massas,

podem ser Uteis para confirmar a hipétese de polimorfismo para este farmaco.
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Também podem ser realizados estudos de cinética de degradacao térmica e, se for

confirmada, proceder a caracterizacéo fisica e quimica dos produtos obtidos.

5.2.6 Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) consiste em medir a variacdo de massa de
uma amostra em funcdo da temperatura, sob uma atmosfera controlada. A
informacédo obtida por esse método € mais limitada, porém mais especifica, que a
obtida por DSC porque uma variacdo de temperatura deve provocar uma alteracéo
na massa da substancia (SKOOG et al, 2005). As principais aplicacbes dessa
técnica na area farmacéutica, quando em atmosfera inerte, sdo para a avaliacao da
estabilidade térmica de farmacos, do processo de volatilizacdo e do teor de agua na
molécula (ARMIJO et al, 2004; USP 30, 2007).

As curvas termogravimétricas obtidas para a SQR, a SIB1, a SIB2 e a SIB3
apresentaram duas perdas de massa e sao apresentadas nas Figuras 5, 6, 7 e 8,
respectivamente. Entretanto, as temperaturas de cada evento variaram entre

algumas amostras e uma comparacao desses valores € apresentada na Tabela 6.

TO/?A 100f | -rrlljggl-gin
{2
50¢ 0
{-2
o, . ., B4
0 200 200 600 800

Temperatura (°C)

Figura 5. Curva termogravimétrica da SQR obtida nas condi¢cfes descritas no item 4.2.6 (p.
39). TGA (preto) e DTG (vermelho).
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TGA , [ , DTG
o 100 ! | 1mg/min
10
50f
|2
14
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Temperatura (°C)

Figura 6. Curva termogravimétrica da SIB1 obtida nas condi¢Bes descritas no item 4.2.6 (p.
39). TGA (preto) e DTG (vermelho).

TGA [ DTG
% 100 <1|| 1mg/min
50¢ 10
0 -I I I I 1 I I I 1 I I I 1 I I I : ] -5
0 200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 7. Curva termogravimétrica da SIB2 obtida nas condi¢cdes descritas no item 4.2.6 (p.
39). TGA (preto) e DTG (vermelho).

O primeiro evento existente nas curvas obtidas para SQR e amostras SIB1,
SIB2 e SIB3, corresponde, provavelmente, a perda da agua de hidratacdo da
molécula do farmaco, a qual possui uma especificagdo de teor entre 5 e 6%.

Comparacdes desses valores com os obtidos pelos métodos de Karl-Fischer e perda
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por dessecacao para a determinacdo do teor de Agua séo apresentadas nos itens
5.2.13.1e5.2.13.2 (p. 81 e 83, respectivamente).

TGA , . [
o 100
50r 10
0 200 200 600 800

Temperatura (°C)

Figura 8. Curva termogravimétrica da SIB3 obtida nas condi¢Bes descritas no item 4.2.6 (p.
39). TGA (preto) e DTG (vermelho).

Tabela 6. Dados obtidos pela técnica de TGA para SQR e amostras SIB1, SIB2 e SIB3.

Amostra 1° EVENTO 2° EVENTO

g(]rrnaﬁ:\:)’ Onset (°C) Endset (°C) Perda (%) Onset (°C) Endset (°C) Perda (%)
SQR (4,13) 90,19 90,50 6,01 206,56 234,04 93,99
SIB1 (4,54) 77,99 114,75 5,86 206,51 238,31 93,19
SIB2 (8,50) 96,28 124,92 5,87 219,07 254,27 93,64
SIB3 (10,68) 121,35 149,26 5,46 222,70 258,00 94,55
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Para a SQR e todas as amostras, foi constatada uma perda de massa quase
total no segundo evento observado na curva obtida por TGA. Essa alteracdo é
correspondente a volatilizagdo, o que também foi verificado na analise por DSC. As
duas perdas totalizam quase 100% para todas as amostras, o que indica que nao ha

decomposicgdo térmica do farmaco.

5.2.7 Reacéo paracloretos

Farmacos na forma de cloridrato reagem com AgNOsz; 0,1 M, em meio
acidificado com HNO3; 1%, formando um precipitado branco caseoso. O precipitado é
insoltvel em acido nitrico e soltvel em hidroxido de aménio 6 M (F. Bras. IV, 1988;
KOROLKOVAS, 1988; USP 30, 2007).

Para a maioria das moléculas o ensaio é bastante simples, constando apenas
da adicdo das solu¢gbes mencionadas. No entanto, o cloridrato de sibutramina, um
sal de amina, ndo respondeu ao teste usual. Nesse caso é recomendada uma etapa

adicional de centrifugacao apés a formacéo do precipitado (USP 30, 2007).

Realizou-se uma adaptacdo dessa técnica para determinacdo de cloretos
(USP 30, 2007), mediante alteracdo da centrifugacdo por uma filtracdo e coleta do
precipitado. Optouse por essa troca para evitar a necessidade de uma centrifuga,

equipamento geralmente indisponivel em farmécias.

O ensaio foi realizado com a SQR e com a amostra SIB1 do cloridrato de
sibutramina monoidratado. Em ambos os casos, o0 analito reagiu com o AgNOs e
produziu um precipitado branco. O precipitado formado foi insolivel em HNO3; 1% e

soluvel em NH4,OH 6 M, confirmando a presenca de cloretos nas amostras.

5.2.8 Reacgéo para aminas terciéarias

A analise quimica para aminas terciarias € mais complexa que para aminas

primarias e secundarias, devido a auséncia de hidrogénios substituiveis ligados ao
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atomo de nitrogénio nas primeiras. Aminas terciarias reagem, sob aquecimento, com
acidos policarboxilicos e anidrido acético formando compostos cromogénicos
(CONNORS e IFAN, 1987; FEIGL, 1960).

O teste descrito por Feigl-Ohkuma, com adicdo de uma solucdo contendo
acido citrico 2% em anidrido acético, caracteriza as aminas terciérias alifaticas. A
positividade € confirmada através do desenvolvimento de cor vermelha que passa a
castanho (CHERONIS et al, 1965; EGER et al, 1999).

A seletividade do ensaio para a identificacdo de aminas terciarias foi avaliada
mediante testes com uma amina primaria (etilamina), uma amina secundaria
(cloridrato de fluoxetina) e uma amina terciaria (trietilamina). As respectivas

moléculas sdo apresentadas na Figura 9.

0 N
~
CH, CH,—CH,__
CH,—CH,—NH, HCl  ~Lu—NH
- CH,—CH
F,C 3 %

(A) (B) (®)

Figura 9. Estruturas quimicas correspondentes a: etilamina (A), cloridrato de fluoxetina (B) e
trietilamina (C).

As reac0es realizadas para a amina primaria e para a amina secundaria ndo
formaram a coloracdo vermelha. A SQR, a SIB1, o contetdo das cépsulas (CAP) e a
trietilamina apresentaram resultado positivo para a reacdo de Feigl-Ohkuma, que
pode ser considerada adequada e seletiva para a identificacdo da amina terciaria
presente na molécula do cloridrato de sibutramina (matéria-prima e cépsulas),

podendo ser aplicada em farmacias magistrais.
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5.2.9 Rotacdao 6ptica especifica

A determinacdo da rotacdo 6ptica permite estabelecer a identidade, a pureza
e, as vezes, indica o valor terapéutico da substancia. As substancias que desviam o
plano da luz polarizada séo ditas opticamente ativas, podendo ser classificadas em

dextrdgiras (+) ou levoégiras (-) (F. Bras. IV, 1988).

Geralmente, um dos enantibmeros de um farmaco quiral € mais ativo do que
o outro. Contudo, apenas em casos em gue um dos enantibmeros é toxico ou possuli
efeitos colaterais importantes o enantidmero isolado € usado. A principal razdo para
isto € o elevado custo para o isolamento de um enantidmero de uma mistura
racémica (MOORE et al, 1999; WATSON, 2005).

A molécula do cloridrato de sibutramina apresenta um centro quiral (Figura 1)
e € comercializada na forma de mistura racémica, ou seja, na propor¢do 1:1 de cada
enantiomero (ABBOTT, 2006 b; MEDLEY, 2006). Consequentemente, conforme o
esperado, a rotagdo Optica especifica foi proxima a zero. As médias dos resultados
obtidos na determinacdo da rotacdo Optica da amostra analisada e SQR sé&o

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Média de trés determinacbes do poder rotatério especifico para solucdes
etandlicas a 1% de SQR e amostra SIB1.

SQR SIB1

Média (%) +0,67 +0,30

5.2.10 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A técnica por CCD permite a separacdo de impurezas da amostra, bem como
sua identificacdo em comparacdo com uma substancia de referéncia (COLLINS,
1997).
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A analise por CCD requer materiais simples e pode ser utilizada em farméacias
magistrais. Por este motivo, no desenvolvimento da técnica de identificacdo do
cloridrato de sibutramina por CCD, priorizou-se o uso de reagentes disponiveis nas

farmacias e que nao sejam insalubres (BRASIL , 1978).

Diversas condicbes cromatograficas foram testadas. O método mais

adequado esta descrito no item 4.2.9 (p. 41).

Como substancias de comparacgéo, foram testadas algumas aminas alifaticas
com estrutura semelhante a sibutramina. No sistema cromatogréafico selecionado, o

cloridrato de diltiazem (Figura 10) apresentou um melhor perfil.

Diferentes proporcdes de solventes foram avaliadas para constituir a fase
movel, tais como: metanol, etanol, acetona e acetato de etila. Entre essas, escolhew
se 0 etanol puro, pois nesse solvente a migracdo da substancia foi satisfatoria. A
revelacdo das manchas foi possivel tanto por vapores de iodo quanto por lampada
UV 254 nm. Na Figura 11 sao representadas as placas cromatogréaficas obtidas, com
andlises simultaneas da SQR, da amostra SIB1, conteido de CAP, bem como da

substancia de comparacao cloridrato de diltiazem.

o)
CH,
S
@ O
N %CHS
o) @)
N
H.C— "\~
3 CH,  Hcl

Figura 10. Estrutura quimica do cloridrato de diltiazem.
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DIL SQR sSiB1 CAP

(A) (B)

Figura 11. Placa cromatografica obtida por CCD para a substancia de referéncia cloridrato
de diltiazem (DIL), SQR, amostra SIB1 e CAP. Fase estacionaria: cromatoplacas de gel de
silica GF 254 Merck. Fase médvel: etanol P.A. Revelacao: lampada UV 254 nm (A) e vapores
de iodo (B).

Os valores de Rf corresponderam a 0,73 £0,015 para SQR e amostras SIB1 e
CAP, enquanto para o cloridrato de diltiazem esse foi de 0,34 +0,01. Assim, para

SQR, SIB1, e CAP o Rx calculado foi de 2,15+0,11.

Verificaram-se perfis cromatogréficos semelhantes entre SQR, amostras SIB1
e CAP, o que indica que elas contém a mesma molécula. O método foi capaz de
diferenciar o cloridrato de sibutramina da substancia de comparacéo cloridrato de
diltiazem, um sal de amina alifatica terciaria. Portanto, o método foi considerado

seletivo em relacéo ao farmaco em andalise.
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5.2.11 Espectroscopia naregido do infravermelho (V)

Esse método € capaz de identificar moléculas organicas complexas, com
elevada especificidade, exceto para isbmeros 6pticos. Pequenas impurezas nédo
interferem significativamente no espectro, mas algumas caracteristicas como
polimorfismo, variagdo e tamanho dos cristais e formacgdo de hidratos, podem
originar diferencas (F.Bras. 1V, 1988; SILVERSTEIN, 2000; WATSON, 2005).

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho obtidos para a SQR e
SIB1 (Figura 12) apresentaram as mesmas bandas. A andlise realizada para SIB2 e
SIB3 também resultou em espectros semelhantes. Portanto, concluiu-se que a SQR

e as amostras avaliadas possuem a mesma identidade quimica.
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Figura 12. Espectros de infravermelho obtidos para o cloridrato de sibutramina

monoidratado: SQR (preto) e SIB1 (vermelho).

No Quadro 13, sdo apresentadas as atribuicbes as principais bandas do

espectro que caracterizam a molécula.
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Realizou-se a analise com a SQR dessecada e nao dessecada. A substancia
dessecada apresentou um espectro com menor ruido. Entretanto, mediante
comparacao dos espectros obtidos para essas formas, ndao houve diferencas na
posicdo das bandas caracteristicas de grupamentos, referidas no Quadro 13. Assim,
a agua de hidratacdo da molécula ndo interfere na sua identificagcdo, desde que
sejam comparados 0s espectros de padrdo e amostra na mesma condicao

(dessecada ou nao dessecada).

Quadro 13. Atribuicdes as principais bandas do espectro de infravermelho para o cloridrato
de sibutramina monoidratado (NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN, 2000).

NUumero de Onda Atribuicéo

(cm™)
3400 Deformacédo axial de N-H do sal de amina
3.035 Deformacéo axial de C-H em alquenos

2.950 a 2.850 Deformacéo axial de C-H em alcano e cicloalcano
2.700 Deformacéo axial de N-H do sal de amina

1.600 e 1490 Deformacéo axial de C=C do anel aromatico
1.180 Deformacéo axial de C-N da amina
1.080 Deformacéo axial de C-Cl do clorobenzeno

825 Deformacéo angular C-H do anel aromatico para-substituido

5.2.12 Espectroscopia naregiao do ultravioleta (UV)

Este método possibilita a identificacdo de moléculas com sistemas
conjugados,  porém, isoladamente, apresenta  especificidade reduzida
(KOROLKOVAS, 1988; SILVERSTEIN, 2000). Esse parametro depende dos grupos
cromoforos presentes na molécula do farmaco (WATSON, 2005). Obtém-se mais
seguranca para identificacdo do farmaco através desse método mediante
comparacao entre os espectros obtidos para a amostra e substancia de referéncia,

além da realizacao de técnica alternativa, como uma reacao de caracterizacgao.
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Os espectros obtidos foram satisfatérios nos trés solventes avaliados
(metanol, etanol e solugéo de acido cloridrico 0,1 M) e nas concentracées de 10 e 20
pg/mL. Entre esses, optou-se por etanol, uma vez que esse solvente satisfaz as
condicOes necessarias de completa solubilizacdo do farmaco e nédo € insalubre em
baixas quantidades (BRASIL, 1978). Na Figura 13 s&o apresentados os espectros
obtidos com os trés solventes testados. Na Figura 14 é realizada a comparacao
entre a SQR e a SIB1.

0,500

Abs.

0,000 .
200,0 250,0 300,0 350,0 400,0

Comprimento de onda (nm)

Figura 13. Espectros obtidos na regido do ultravioleta para a SQR do cloridrato de
sibutramina em solugéo, diluido nos solventes: acido cloridrico 0,1 M (preto), metanol (azul)
e etanol (vermelho).

Todos solventes resultaram em espectros idénticos e com 0 mesmo
comprimento de onda de absor¢cdo maxima, ou seja, correspondente a 223 nm.
Pode-se observar que os perfis dos espectros de SQR e SIB1 sdo semelhantes.

Assim, confirmou-se a identidade da molécula.
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0,500 . . -

Abs.

0,000 . . .
200,0 250,0 300,0 350,0 400,0
Comprimento de onda (nhm)

Figura 14. Espectros obtidos na regido do ultravioleta para SQR e SIB1, em solucéo
etanolica.

5.2.13 Aquametria

A determinacdo da umidade foi realizada por dois métodos, sendo também

comparada com os resultados obtidos pelo TGA (item 5.2.6, p. 71).

5.2.13.1 Método volumétrico por Karl-Fischer

O método original por Karl-Fischer realiza uma titulagdo entre a agua e uma
solucdo anidra de iodo e dioxido de enxofre, dissolvida em metanol e piridina (F.
Bras. IV, 1988). Entretanto, o Ultimo reagente apresenta odor forte e € toxico
(BRASIL, 1978). Assim, alguns equipamentos, como o DL 37 Mettler Toledo utilizado

neste trabalho, requerem o uso de uma solucdo sem a piridina.

A massa de amostra pesada para a analise (30 mg) foi escolhida conforme a

recomendacdo no manual do equipamento, descrita no Quadro 14 (ANEXO). Os

81



6. Conclusodes

resultados obtidos em trés dias diferentes sdo apresentados na Tabela 8. Os trés

dias de analise estdo separados entre si por a0 menos cinco meses.

Os DPR entre as anadlises realizadas em diferentes dias foram baixos, o que
indica que, apesar de ser monoidratada, a molécula mantém estavel o seu teor de

agua ao longo do tempo, quando acondicionada em condi¢cfes adequadas.

Tabela 8. Resultados obtidos para a determinacdo da aquametria pelo método de Karl-
Fischer, para SQR e SIB1, em trés dias diferentes.

SQR SIB1
Média* (%) DPR (%) Média* (%) DPR (%)
Dial 5,48 0,46 5,47 0,53
Intradias Dija 2 5,65 1,00 5,63 0,18
Dia 3 5,56 0,25 5,62 0,50
Entre dias 554 1,65 5,58 1,46

* Média de trés determinacdes.

Os resultados obtidos foram conforme o esperado para a molécula
monoidratada, ou seja, entre 5 e 6%. Os valores obtidos por esse método diferiram
pouco em relacdo aqueles obtidos por TGA, ou seja, correspondente a 6,01% e
5,86% para SQR e SIB1, respectivamente. Apesar da semelhanca nos resultados,
sabe-se que o método de Karl-Fischer representa 0 método mais exato para a
aguametria, jA que € baseado na titulacdo da agua, ndo envolvendo perdas de

substancias volateis, como é possivel nos métodos térmicos.
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5.2.13.2 Método gravimétrico

7z

Esse método é de realizagcdo simples e requer o uso de estufa, um
equipamento frequientemente disponivel em farmacias magistrais. Contudo, esse

método ndo € viavel, se o farmaco apresentar termolabilidade (F. Bras. IV, 1988).

A F. Bras. IV (1988) recomenda que para amostras que se decompdem na
temperatura indicada para a analise, pode-se realizar a secagem a vacuo, numa
temperatura mais baixa. Entretanto, esse método ndo é viavel para a maioria das
farmacias magistrais, em virtude da auséncia do equipamento necessario. Sendo
assim, outras condi¢gbes foram testadas. Os resultados obtidos em cada condi¢cao

testada estdo relatados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados obtidos para a determinacéo da aquametria pelo método gravimeétrico,
para SQR e SIB1, sob diferentes condicdes.

SQR SIB1
Condicao
Média (%) DPR (%) Média (%) DPR (%)

120 °C por 3 horas** 10,21 - 11,9 -
110 °C por 2 horas* 6,10 6,11 7,51 5,27
105 °C por 1 hora* 5,93 1,32 5,68 0,99
105 °C por 2 horas* 6,27 1,83 5,88 2,16
105 °C por 3 horas* 6,41 4,36 6,03 6,95

* Média de trés determinacdes.
** Uma determinagéo.

Considerando que o farmaco possui uma molécula de agua de hidratacéo,

esperava-se que fosse necessaria uma temperatura superior a 105 °C para a
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realizacdo de perda por dessecacao. Assim, foram avaliadas as temperaturas de
110 °C e 120 °C, por duas e trés horas, respectivamente. A temperatura de 120
°C foi demasiadamente drastica para a amostra, havendo perda de massa superior a
6%. Nesse caso, houve perda de material volatil, provavelmente de um produto de
degradacdo produzido em elevada temperatura, o que também foi evidenciado
mediante analise de uma amostra por TGA (item 5.2.6, p. 70). A verificacdo na
temperatura de 110 °C apresentou uma perda de massa menor que o método
anterior, mas acima de 6%. Por isso, ambos os método foram considerados

inadequados.

Assim, testou-se o método com a temperatura de 105 °C, por uma, duas e
trés horas. Observou-se uma perda de massa crescente a cada hora, ultrapassando

o limite maximo de 6% apos duas horas para SQR e trés horas para SIB1.

Além disso, em ensaios realizados a 105 °C por duas horas com outras
amostras do farmaco, porém ndo utilizadas no presente trabalho, a perda por
dessecacao foi inferior a 5%. Sabe-se que a perda de agua esta relacionada a
estrutura polimérfica da molécula e, conforme demonstrado no item 5.2.5 (p. 66), €
possivel que as amostras de cloridrato de sibutramina analisadas apresentem
polimorfismo. Frente a isso, diferentes formas polimérficas de uma mesma molécula
podem perder a sua agua de hidratacdo em temperaturas, que diferem entre si em

alguns graus Celsius.

No entanto, se forem seguidos alguns cuidados, pode-se realizar a perda por
dessecacdo na temperatura de 105 °C em farmacias magistrais. Dessa forma,
sugere-se que a perda por dessecacdo seja realizada nessa temperatura por uma
hora. Se houver perda de massa inferior a faixa de especificacdo, deve-se repetir o

procedimento por mais uma hora, totalizando duas horas.

Ademais, considerando-se a complexidade e o erro inerente ao método
gravimétrico para a determinacdo de um valor exato para o teor de agua, pode-se

estabelecer uma especificagdo de pureza entre 98 e 102% do farmaco.
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5.3 ANALISE QUANTITATIVA

A analise quantitativa é realizada para determinar o teor do analto em uma
amostra. Para o doseamento de farmacos em amostras de matéria-prima ou produto
acabado, o procedimento analitico empregado deve ser adequadamente validado
(ICH, 2005).

Para possibilitar a realizacdo de doseamento do farmaco em farmacias
magistrais, foi desenvolvido um método por volumetria em meio n&do-aquoso
(VMNA). A avaliacdo da exatiddo desse método foi por uma comparagcdo com um
segundo método (CLAE), o qual foi validado de acordo com a legislacéo brasileira
(BRASIL, 2003 b) e com o ICH (2005).

5.3.1 Volumetria em meio ndo-aquoso (VMNA)

A VMNA é amplamente recomendada em monografias farmacopéicas para o
doseamento de farmacos (BP 2007; BUVARI-BARCZA e BARCZA, 2005; F. Bras.
IV, 1988; F. Bras. 1V, 2006; Ph. Eur., 2005; USP 30, 2007). Além disso, essa técnica
€ rapida, exata e requer aparelhagem simples. Sendo assim, € o método de escolha
por muitos laboratérios, inclusive aqueles de controle de qualidade em farmécias

magistrais.

A técnica por VMNA é utilizada para quantificar farmacos que sejam acidos ou
bases fracas, abrangendo, entre as ultimas, alguns sais de aminas (F. Bras. 1V,
1988; KOROLKOVAS, 1988; WATSON, 2005). Quimicamente, o cloridrato de
sibutramina é classificado como um sal de amina terciaria (Figura 1, p.18), sendo,

portanto, possivel o seu doseamento por VMNA.

Nos cloridratos de aminas, € usual a titulacdo com o acido perclorico diluido
em acido acético glacial (Esquema 2). O anion cloreto do farmaco, porém, é uma
base extremamente fraca para reagir quantitativamente com o acido perclorico em
acido acético. Consequentemente, para o doseamento por VMNA desses farmacos,

as farmacopéias preconizam a adicao de acetato mercurico (F. Bras. 1V, 1988; USP
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30, 2007). Dessa forma, o anion cloreto € quantitativamente substituido pelo acetato
produzido (Esquema 3), sendo o ultimo uma base forte em solucdo de acido acético

e passivel de reagdo quantitativa com o titulante (Esquema 4).

HCIO; + CH3-COOH® ClO4 + CH3z-COOH,"

Esquema 2

2CI' + Hg(CHs-COO0), ® HgCh + 2CHs-COO"

Esquema 3

2CH3-COOH;" + 2CH3-COO™ ® 4CH3-COOH

Esquema 4

Entretanto, o acetato mercurico € um produto insalubre em grau maximo
(BRASIL, 1978), por conter um metal pesado de elevada toxicidade (BRASIL, 2004;
BUVARIBARCZA e BARCZA, 2005). Considerando a repercussdo do uso desse
reagente quanto aos aspectos trabalhistas e ambientais, € primordial que os
laboratorios priorizem o uso de técnicas analiticas com quimica limpa (LENARDAO
et al, 2003; PRADO, 2003).

Atualmente, como alternativa ao uso do acetato mercurico, a Farmacopéia
Japonesa e algumas referéncias na literatura sugeriram o uso de uma mistura de
anidrido acético e é&cido acético glacial (BUVARI-BARCZA e BARCZA, 2005).
Nesses casos, o0s residuos formados sédo constituidos de acido acético glacial, o
gual é mais facilmente descartado, além de n&do apresentar insalubridade (BRASIL,
1978; BRASIL, 2004).
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Por outro lado, o excesso de anidrido acético pode acilar as aminas primarias
ou secundarias, obtendo-se uma baixa recuperacdo (KOROLKOVAS, 1988). No
entanto, para o cloridrato de sibutramina monoidratado, um sal de amina terciaria,
n&o ha este risco (BUVARI-BARCZA e BARCZA, 2005).

O 4&cido acético glacial apresenta variacdo do volume, em funcdo do
coeficiente de dilatacdo temperatura dependente. A temperatura durante a
realizacdo das analises variou entre 18 e 23 °C. Portanto, efetuou-se a correcédo do

volume de titulante gasto na bureta através da equacéo 3 (F. Bras. 1V, 1988).

Equacéao 3 Ve=Vg.[1+ (t1 —12).0,0011]

Onde:

V¢ = volume corrigido;

Vg = volume gasto na bureta, descontando o volume gasto no ensaio em branco;
t; = temperatura ambiente no momento da padronizacéo do titulante;

t, = temperatura ambiente no momento da titulacdo da amostra;

0,0011 = coeficiente de expansao cubica do acido acético glacial.

Considerando o problema da geracdo de residuo toxico, compararam-se 0s
métodos com o uso de acetato mercurico (métodos 1, 2 e 3) e anidrido acético
(métodos 4, 5 e 6), frente a diferentes indicadores de ponto final. Os resultados

obtidos para cada método estdo apresentados na Tabela 10.

Os DPR obtidos para os seis métodos foram inferiores a 1%. Assim, 0s

resultados dos métodos 1 a 6 sdo considerados reprodutiveis.
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A comparacado estatistica entre esses resultados foi realizada considerando
os diferentes niameros de repeticdes e esta apresentada no Tabela 19 do ANEXO.
Nao houve diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos seis métodos
(Fcalkk Ftab), sendo eles intercambiaveis. Assim, recomenda-se preferentemente os
métodos 4 e 5. Afinal, esses Ultimos ndo requerem reagentes tdéxicos, como nos
métodos 1 a 3, nem potencidmetro, como no método 6. A andlise de variancia
(ANOVA) entre os métodos 4 e 5 e 0 método por CLAE € apresentada no item 5.4
(p. 102).

Tabela 10. Comparacdo dos teores de SIB1 obtidos através de diferentes métodos de
VMNA, calculados em relacéo a substancia seca.

n Método 1 Método 2 Método 3 Método4 Método5 Método 6
1 98,91 99,43 98,44 98,36 99,00 99,00
2 98,96 99,44 98,55 99,24 99,42 99,39
3 99,06 99,61 98,97 99,61 99,67 99,90
4 99,74 99,78 99,72 99,78 100,43 100,09
5 99,77 100,45 100,16 100,64 100,58 100,64
6 - - - - - 100,70
7 - - - - - 101,04
8 ] ; - - - 101,06
Média (%) 99,29 99,74 99,17 99,53 99,82 100,23
DPR (%) 0,43 0,42 0,75 0,83 0,67 0,53

5.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A técnica por CLAE constitui um processo de separacdo, identificacdo e

doseamento dos constituintes de uma amostra; € uma técnica amplamente

empregada para a quantificacdo de farmacos puros e em formulacdes (BP 2007; F.
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Bras. IV, 1996; KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007; Ph. Eur., 2005; USP 30, 2007,
WATSON, 2005).

Na literatura, ja existem alguns métodos por CLAE validados para o
doseamento do cloridrato de sibutramina monoidratado em matrizes bioldgicas,
matéria-prima e capsulas, conforme descritos nos itens 3.3.4 e 3.3.5 (p. 28 e 30,
respectivamente) (CHEN et al, 2002; DING et al, 2003; HIND et al, 1999;
RADHAKRISHNA, 2000; SEGAL et al, 2003; XIAO, 2005). O desenvolvimento do
método por CLAE utilizado no presente trabalho teve como base aqueles métodos.
Priorizou-se o0 uso de uma fase mével sem tampé&o. Apesar do teor de silandis livres
na coluna utilizada ser baixo, preferiu-se o uso de trietilamina na composi¢ao da fase
movel para uma melhora na assimetria dos picos cromatograficos. Isso é justificado
devido ao fato da molécula do farmaco ser uma amina que pode ficar adsorvida aos
grupamentos silandis livres presentes na coluna de fase reversa, ocasionado o
alargamento do pico. Com a adicdo de trietilamina, os grupamentos silandis
interagem preferentemente com ela e ha otimizagdo dos parametros do sistema
(KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007).

Primeiramente, procurouse adaptar o método descrito por SEGAL e
colaboradores (2003). Nesse, utilizou-se fase mével contendo metanol e dgua (80:20
V/IV), adicionada de 0,3% de trietilamina, com pH 4,5 e uma coluna Cys. No entanto,
o cromatograma obtido por este método apresentou um pico com assimetria de
aproximadamente 2,0, considerada inadequada para as analises (FDA, 1994). Da
mesma forma, outros ensaios realizados com metanol na fase mével, com diferentes

colunas Cig ndo apresentaram resultados satisfatérios.

Testaram-se, também, diferentes pH da agua para o preparo da fase movel,
sendo eles: 3,0; 4,5; 7,0. Os melhores parametros foram obtidos com o pH 7,0. Isso
pode ser justificado em funcéo do pKa estimado para o farmaco em estudo, que é de
9,6 de acordo com o aplicativo ALOGPS 2.1 (VCCLAB, 2007). Entdo, em pH 7,0 0
farmaco estd quase 100% ionizado, satisfazendo a condicdo desejavel quanto a
predomindncia de uma das formas de ionizacdo (KAZAKEVICH e LOBRUTTO,
2007; WATSON, 2005).
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Posteriormente, testou-se um método adaptado de RADHAKRISHNA e
colaboradores (2000), mediante o uso de uma fase movel contendo acetonitrila e
agua (75:25 V/IV), com pH 7,0, fluxo 2,0 mL/min e uma coluna Cig. Esse ensaio,
porém, resultou em um cromatograma com um pico com retencdo de 22 minutos.

Esse tempo € demasiadamente longo para a realizagdo de analises de rotina.

Assim, obteve-se éxito mediante a troca da coluna citada no ultimo método
por uma Cg e mantendo-se as demais condi¢cdes descritas no Quadro 10 (p. 47).
Para o doseamento da matéria-prima e na forma de capsulas (CAP), obteve-se
cromatogramas com pico com retencao de aproximadamente 7,8 minutos, conforme
apresentado na Figura 15. Os parametros cromatograficos para o0 pico
correspondente ao farmaco, pelo método desenvolvido por CLAE, estdo em
conformidade com aqueles preconizados pelo FDA (1994) e sédo apresentados na
Tabela 11.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos para SQR (preto), SIB1 (vermelho), CAP (azul) 60
ng/mL e excipientes de CAP (verde), diluidos na fase moével, de acordo com o método
desenvolvido por CLAE. Condicbes de andlise: coluna Macherey-Nagel Nucleosil® Cg ec,
150 x 4,0 mm, particulas 5 mm, poros 100 ?; fase mével: ACN e agua (75:25 V/V), 0,3%
trietilamina, pH 7,0 (HtPO,); | =225 nm; fluxo 1,2 mL/min.
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Tabela 11. Avaliacdo dos parametros cromatograficos, para o método desenvolvido por
CLAE, para o doseamento do cloridrato de sibutramina monoidratado.

Resultados
Parametro
Recomendado* Método Desenvolvido

Tempo de retencao (tg) - 7,53

Fator de capacidade (k') >2,0 6,3
Resolucéo (Rs) >2,0 -
Assimetria (TF) =20 1,20

Numero de pratos teéricos (N) > 2000 3400

* FDA (1994) e SHABIR, 2003.

5.3.2.1 Especificidade

A especificidade avalia a capacidade do método em medir exatamente o
analito na presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo de componentes da matriz. Quando a(s) impureza(s) ou o(s) produto(s)
de degradacdo ndo estiverem disponiveis, pode-se provocar a formacao desses
submetendo-se o farmaco a condi¢cdes de estresse (BRASIL, 2003 b; ICH, 2005;
USP 30, 2007).

As condicbes de estresse empregadas para originar os produtos de
degradacédo do cloridrato de sibutramina foram: temperatura, luz, umidade, hidrélise
acida, hidrdlise alcalina e oxidacéo.

5.3.2.1.1 Temperatura

Conforme pode ser verificado na Figura 16, ndo houve a formagdo de
produtos de degradacédo quando a SQR e o farmaco presente no conteudo de CAP
foram submetidos a temperatura de 80 °C, durante 24 horas. A pureza dos picos

obtidos foi de 1,0, tanto para o farmaco em SQR quanto em CAP.
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Figura 16. Cromatograma da solucédo de SQR (preto) e CAP (vermelho) 60 ng/mL, diluidas
em fase mével, apés serem submetidas a temperatura de 80 °C, durante 24 horas, conforme
condicdes cromatograficas descritas no Quadro 10 (p. 47).

5.3.2.1.2 Luz ultravioleta

O ensaio em branco realizado paralelamente com a solucédo protegida da
incidéncia da luz ultravioleta foi realizado para verificar se a degradacdo ocorre
exclusivamente devido a exposicdo do farmaco a radiacdo ultravioleta. Assim,
elimina-se a possibilidade da interferéncia do leve aquecimento gerado pela

lampada.

Obserwu-se que o farmaco na solucdo protegida da radiacdo (branco) ndo
sofreu degradacdo, enquanto que para uma solucdo da SQR exposta por 24 horas a
lampada ultravioleta de 254 nm foram observados dois picos secundarios,
caracterizando a formacdo de produtos de degradacdo. O pico principal,
caracteristico do cloridrato de sibutramina, apresentou pureza de 0,999. Nessas
condicbes, o teor da SQR reduziu para cerca de 80%. Os respectivos

cromatogramas sao apresentados na Figura 17.
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As é&reas dos picos secundarios observados, nos tg 5,5 e 6,3 minutos,
representam 0,4 e 0,7% do pico principal respectivamente. Além disso, seus tr sdo
inferiores ao do cloridrato de sibutramina, indicando que os produtos formados séao

mais polares que o produto original.
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Figura 17. Cromatograma da SQR 60 ng/mL, diluida em fase movel, sem incidéncia de
radiacdo (preto) e apOs ser submetido a luz ultravioleta 254 nm durante 24 horas (vermelho),
conforme condigdes cromatograficas descritas no Quadro 10 (p. 47).

5.3.2.1.4 Hidrolise acida

O farmaco, submetido ao meio acido durante duas horas, ndo apresentou
picos sugestivos de degradacao (Figura 18). Além disso, nao foi observada reducéo
do teor do farmaco em SQR e em CAP. A pureza do pico do farmaco em SQR foi de
1,0 e em CAP foi de 0,999.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos apos hidrélise acida durante duas horas para: cloridrato
de sibutramina em solugbes 60 ng/mL, diluidas em fase movel, de SQR (preto) e de CAP
(vermelho); branco (azul). Analise conforme condi¢cdes cromatogréaficas descritas no Quadro
10.

5.3.2.1.5 Hidrdlise alcalina

Apos duas horas de reacdo de hidrolise em meio alcalino, o teor da SQR do
farmaco foi reduzido para cerca de 98%. Nao foi observado, porém, o aparecimento
de picos secundarios correspondentes a produtos de degradacdo. Os
cromatogramas obtidos sdo apresentados na Figura 19. A pureza obtida para os

picos correspondentes ao farmaco em SQR e em CAP foi de 1,0.
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Figura 19. Cromatogramas obtidos apos hidrolise alcalina durante duas horas para:
cloridrato de sibutramina em soluc¢des 60 ng/mL, diluidas em fase mdével, de SQR (A) e de
CAP (B); branco (C). Andlise conforme condi¢Bes cromatograficas descritas no Quadro 10.

5.3.2.1.6 Oxidacéao

Verificou-se um pico secundario com o0 tg maior que o principal,
provavelmente devido a formacédo de um produto menos polar que a sibutramina. No
tr de dois minutos é observado um pico com elevada absor¢éo, o qual é atribuido ao
conservante utilizado no peroxido de hidrogénio. Houve uma reducao consideravel
do teor apos duas horas de reacdo para aproximadamente 69%. O pico
correspondente a SQR apresentou pureza de 0,999 e a sua resolucdo em relacéo

ao pico préximo é de 4,8. Os cromatogramas séo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Cromatograma da solugdo de cloridrato de sibutramina monoidratado 60
ng/mL, diluida em fase mdvel, ap6s oxidagdo com peréxido de hidrogénio 3% durante duas
horas. Andlise de SQR (preto), CAP (vermelho) e branco (azul), conforme condi¢cdes
cromatogréficas descritas no Quadro 10.

5.3.2.1.7 Solucéao simulada de excipientes

Para verificar se ha interferéncia dos excipientes na determinacdo do
cloridrato de sibutramina em CAP, analisou-se uma solugdo simulada com os
mesmos. As concentracdes finais de cada um deles foram escolhidas considerando
aquelas correspondentes a uma solugdo contendo 60 ng/mL do farmaco em CAP. A
proporcdo de cada excipiente foi definida de acordo com sua quantidade usual na

forma farmacéutica capsulas (KIBBE, 2000).

Conforme comparacao entre o cromatograma obtido para os excipientes e o
do cloridrato de sibutramina na forma farmacéutica (CAP), ndo ha interferéncia dos
primeiros na determinacdo do farmaco. Além disso, a pureza do pico para o farmaco
em CAP foi de 1,000 (Figura 15, p. 90).
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5.3.2.2 Linearidade

A linearidade de um método corresponde a sua capacidade de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito

na amostra, num intervalo especificado (BRASIL, 2003 b; ICH, 2005; USP 30, 2007).

As areas correspondentes as concentracfes utilizadas para cada uma das
trés curvas sdo apresentadas na Tabela 20 (ANEXO). O grafico correspondente a
curva padrao obtida com sete concentracdes é mostrado na Figura 21. O coeficiente

de correlacdo (r) para a curva resultante foi de 0,99999, estando de acordo com o
critério minimo aceitavel de 0,99 (BRASIL, 2003 b). Conclui-se, entdo, que o método

de CLAE resulta em areas correlacionadas a concentracéao do farmaco.

3500000
3000000 y = 33340x + 1995632
2500000 | "=0:99999

2000000
1500000

1000000
500000

0

A

0 20 40 60 80 100
Concentracéo (ng/mL)

Figura 21. Representagdo grafica da curva padrdo obtida para o cloridrato de sibutramina
monoidratado por CLAE, conforme método descrito no Quadro 10 (p. 47).

A andlise de variancia (ANOVA) para os resultados obtidos nas trés curvas
padrdo € demonstrada na Tabela 21 (ANEXO). Comprovouse que ha regressao
linear significativa (Fcalc > Ftab) e ndo ha desvio da linearidade (Fcalc < Ftab) no
método por CLAE.
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5.3.2.3 Limites de detecc¢éo (LD) e quantificacéo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) de um método analitico equivale a menor
guantidade do analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
guantificada. Enquanto o limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor
guantidade do analito que pode ser quantificada com exatiddo e precisdo (BRASIL,
2003 b; ICH, 2005; USP 30, 2007).

De acordo com os cédigos oficiais (BRASIL, 2003 b; ICH, 2005; USP 30,
2007), o LD e o LQ podem ser calculados por equacdes (item 4.3.2.3, p. 50), com 0s
dados da linearidade. Para o calculo foram utilizados o coeficiente de regresséo
linear (33340) e o desvio padrao do intercepto (23102), ambos obtidos a partir da
curva padrdo média. Entdo, considerando-se esses dados, estimou-se que: LD =
2,29 ng/mL e LQ = 6,93 ng/mL.

5.3.2.4 Precisao

A precisdo avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A repetibilidade
avalia a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo com 0 mesmo
analista e mesma instrumentacdo. J4 a precisdo intermediaria considera o0s mesmos
parametros, porém em dias diferentes (BRASIL, 2003 b; ICH, 2005).

Os resultados obtidos, para a repetibilidade e precisdo intermediaria na
guantificacdo do cloridrato de sibutramina como matéria-prima (SIB1) e capsulas
(CAP), sédo apresentados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente. Para os célculos
dos teores, as areas das amostras foram comparadas as areas obtidas para SQR.
De acordo com os DPR obtidos para a andlise do farmaco como matéria-prima e

capsulas, o método foi considerado preciso.
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Tabela 12. Resultados obtidos para a repetibilidade e precisdo intermediaria, referentes ao
método desenvolvido por CLAE para o doseamento do cloridrato de sibutramina na forma de
matéria-prima (amostra SIB1).

n 1 2 3 4 5 6 Repetibilidade DPR (%)
Média (%)
Dial| 100,71 100,79 100,89 100,47 100,66 101,36 100,81 0,30
Dia2 | 100,24 100,06 100,64 99,89 99,10 99,21 99,86 0,60
Dia3| 99,41 99,69 99,86 100,67 101,24 100,64 100,25 0,71
Precisao intermediaria 100,31 0,42

Tabela 13. Resultados obtidos para a repetibilidade e precisao intermediaria, referentes ao
método desenvolvido por CLAE para o doseamento do cloridrato de sibutramina na forma de
produto acabado (amostra CAP).

n 1 2 3 4 5 6 Repetibilidade DPR (%)
Média (%)
Dial| 9468 9257 9258 94,60 93,23 92,91 93,42 1,03
Dia2| 9293 96,65 9571 9533 9251 9491 94,67 1,71
Dia3| 92,70 90,80 9154 9151 9245 91,01 91,67 0,80
Precisao intermediaria 93,25 1,62

5.3.2.5 Exatidao

A exatiddo do método analitico considera a proximidade dos resultados
obtidos por ele em relagcdo ao valor aceito como verdadeiro (BRASIL, 2003 b; ICH,
2005; USP 30, 2007).

O meétodo por CLAE desenvolvido para a determinagdo de matéria-prima foi

considerado exato na faixa de 30 a 90 ng/mL, conforme inferéncia estabelecida com

relacdo a precisdo, linearidade e especificidade previamente determinadas (ICH,
2005).
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De acordo com o ICH (2005), a exatiddo para produto acabado pode ser
expressa como percentual de recuperacdo. Tais dados foram obtidos pelo
doseamento de solucdes da amostra CAP adicionadas de quantidades conhecidas
da SQR e esses sdo apresentados na Tabela 14. A recuperacdo média obtida foi de
101,21%, demonstrando que o método desenvolvido por CLAE é exato para a

determinacéao do teor do farmaco em capsulas.

Tabela 14. Resultados da recuperacéo do cloridrato de sibutramina em capsulas.

Concentracédo SQR (mg/mL) Recuperacéo Média
Adicionada Recuperada (%) (%)

9,94 99,40

A 10,00 10,23 102,30 101,50
10,28 102,80
20,12 100,60

A 20,00 20,24 101,20 101,23
20,38 101,90
30,39 101,30

A 30,00 30,21 100,70 100,90
30,21 100,70

Recuperagcao média (%) 101,21

5.3.2.6 Robustez

A robustez de um método é a avaliacdo de sua capacidade em resistir a

pequenas alteracdes dos parametros analiticos (BRASIL, 2003 b; ICH 2005).

A solucdo de SQR manteve-se estavel apds armazenamento durante oito
horas em temperatura e luz ambiente. Antes dessa condi¢do, o teor obtido para a
amostra SIB1 foi de 100,31% e apos foi de 100,08%.

Os parametros cromatograficos obtidos em cada condicdo avaliada e os
resultados para a concentracdo da amostra SIB1 constam na Tabela 15. Os ultimos
valores foram calculados em relacdo a area da SQR em analise concomitante. O

método desenvolvido por CLAE demonstrouse robusto. Apenas o tempo de
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retencdo foi afetado pela mudanca de parametros sendo a alteracao da fase mével

para ACN:agua 73:27 (V/V) a que mais influenciou na alteracdo do mesmo.

Tabela 15. Parametros cromatograficos e teor da amostra SIB1 para variagbes do método
desenvolvido por CLAE para o cloridrato de sibutramina.

Teor de
Modificacéo SIB1 tr N TF k'
(%)
Normal 100,31 7,53 3400 1,20 6,3
Fase movel com pH 6,8 100,08 7,90 3800 1,23 6,6
Fase movel com pH 7,2 100,11 7,42 3500 1,23 6,1
Fase movel ACN:agua 73:27 99,80 8,18 3900 1,21 6,8
Fase mével ACN:agua 77:23 100,24 7,18 3600 1,22 6,7
Coluna Shimadzu** 99,76 7,12 4400 1,30 6,1
Outro equipamento 100,38 7,70 3320 1,15 6,72

* Cada valor é correspondente a area média de trés inje¢Ges, calculada em relacdo a area obtida
para analise da SQR nas mesmas condigdes.

** Coluna Cg 150 x 4,0 mm, particulas 5 mm, poros 100 ?.
tr = tempo de retencdo, em minutos; N = ndmero de pratos tedricos; TF= assimetria; k'= fator de
capacidade

5.3.3 Comparacdao estatistica entre os métodos de doseamento

Os métodos 4 e 5 por VMNA, com uso da mistura &cido acético e anidrido
acético e cujos indicadores de ponto final foram cristal violeta e naftolbenzeina,
respectivamente, foram julgados mais adequados para a determinagdo quantitativa
(item 5.3.1, p. 85). Os teores obtidos para esses dois métodos sugeridos e para a
CLAE séo apresentados na Tabela 16. A comparagdo por andlise de variancia
(ANOVA) esta na Tabela 22, em ANEXO.

Para a avaliacdo estatistica, foram considerados os diferentes nimeros de

repeticbes entre os métodos. Nao houve diferenca significativa entre os métodos
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avaliados, demonstrando que eles sao intercambiaveis (p<0,05). Dessa forma, os
métodos 4 e 5 sdo considerados adequados e exatos para a determinacao

quantitativa do cloridrato de sibutramina em farmacias magistrais.

Tabela 16. Comparacao dos resultados dos teores obtidos por CLAE e pelos métodos 4 e 5
por VMNA.

VMNA VMNA
CLAE i .
Método 4 Método 5
n 18 5 5
Média (%) 100,31 99,53 99,62
DPR (%) 0,42 0,83 0,67

Presume-se que os métodos desenvolvidos por VMNA possam ser utilizados
para o doseamento do cloridrato de sibutramina monoidratado em céapsulas
manipuladas. No entanto, as farmécias possuem excipientes diferentes entre si.
Assim, cabe a cada uma delas, mediante interesse, validar o método em seu

estabelecimento.

Sabe-se que alguns excipientes, como o estearato de magnésio, reagem com
o acido perclérico em meio ndo-aquoso. Dessa forma, antecipa-se que é necessaria
a realizacdo de um ensaio em branco com a quantidade de excipientes equivalente
a massa de conteudo pesada. O volume de titulante gasto para analise do branco
deve ser descontado do volume gasto para a amostra.

5.4 ESTUDO PRELIMINAR DE ESTABILIDADE

O estudo preliminar de estabilidade é util para verificar se ha degradacéao do
farmaco quando ele é submetido a condigbes de estresse. A avaliacdo preliminar do

estudo de estabilidade de um farmaco é acelerada, sendo posteriormente verificada
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em longa duracdo. O comportamento do farmaco deve ser acompanhado por
metodologia validada e sensivel a deteccdo de moléculas similares ao farmaco (ICH,
2003).

Frente a inexisténcia de informacdes referentes a estabilidade do cloridrato de
sibutramina monoidratado, neste trabalho foi realizado tal estudo. O farmaco foi
submetido a temperatura e a radiagdo UVA e UVB, condi¢cdes preconizadas pelo
ICH (2003).

5.4.1 Exposicado atemperatura elevada

A estabilidade térmica (60 °C) foi avaliada numa temperatura inferior a
utilizada para o ensaio de especificidade na validacdo do método por CLAE (80 °C,
descrita no item 4.3.2.1.1, p. 47). Optou-se por 60 °C para avaliagao da estabilidade
com o intuito de avaliar uma temperatura geralmente empregada nestes estudos(
ICH, 2003).

Os resultados dos teores obtidos para a SQR exposta em estado sélido a
temperatura de 60 °C, durante varios tempos, sdo apresentados na Tabela 17. Apés
4 dias de exposicéo a essa condicao foi verificada a reducéo do teor da SQR para
95,47%.

Tabela 17. Teores de SQR apoés ser submetida em estado sélido a temperatura de 60 °C,
em diferentes tempos.

Tempo de exposicéo (dias) Teor (%)* DPR (%)
1 99,56 0,16
2 99,16 0,14
4 95,47 0,08
10 93,70 0,28

*Média de trés injecdes.
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Observou-se um pico secundario no cromatograma obtido por CLAE para a
SQR exposta a essa condicao apenas apos 10 dias (Figura 22). O provavel produto
de degradacdo apresentou uma area correspondente a 4,5% em relagcédo a area do
cloridrato de sibutramina, além de um tempo de retencdo menor, demonstrando ser
um composto mais polar. Seu espectro na regido do ultravioleta, obtido com auxilio
do detector DAD é demonstrado na Figura 23, observando-se que 0 mesmo €
diferente do espectro da sibutramina (item 5.2.12, p. 81). Outros produtos, formados

em quantidades pequenas, apresentaram tr abaixo de dois minutos.

A avaliacdo do cloridrato de sibutramina em CAP, exposta a 60 °C por 10
dias, gerou uma reducéo de 5,9% em relacdo ao teor da amostra ndo degradada.
Esse resultado € semelhante ao obtido para a SQR, com a mesma condicéo, e que

esta descrito na Tabela 17.
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Figura 22. Cromatogramas da solucdo de cloridrato de sibutramina monoidratado (SQR) 60
ng/mL, diluida em fase moével, antes (preto) e apds ser submetida a temperatura de 60 °C,
durante um (vermelho), dois (azul), quatro (verde) e dez (violeta) dias, conforme condicGes
cromatogréficas descritas no Quadro 10.
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Figura 23. Espectro de UV do pico com tz de trés minutos, obtido apds exposicdo da
solugéo de SQR 60 pg/mL, diluida em fase movel, a radiacdo UV 254 nm por dez dias.

5.4.1.2 Exposicao aradiacao ultravioleta

O estudo foi realizado em solugcdo porque essa condicdo permite melhor
penetrabilidade da luz em comparacédo a substancia no estado solido (CONNORS,
1986).

Os cromatogramas obtidos para SQR nos diferentes tempos de exposicao da
solucao metandlica a radiacdo UV 254 nm séo apresentados na Figura 24 e 0s seus

respectivos teores na Tabela 18.

Verificou-se um decréscimo do teor de SQR mediante exposicdo a lampada
UV 254 nm, além de picos secundarios nos cromatogramas. Com o aumento do
tempo de exposicdo, observouse 0 aumento da area de tais picos e a reducado do
pico referente ao cloridrato de sibutramina. Observou-se que o pico com ik de trés
minutos (Figura 22) ndo aparece sob esta condicédo de estresse. Em compensacao,
0S picos com tr abaixo de dois minutos apresentam areas maiores do que aqueles

originados pela exposi¢cdo a temperatura.
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Figura 24. Cromatogramas para SQR 60 ng/mL, diluida em fase madvel, protegida da luz

durante quatro dias (preto) e apds ser submetida a radiacdo UV 254 nm, durante um
(vermelho), dois (azul) e quatro (verde) dias, conforme condi¢cdes cromatograficas descritas
no Quadro 10.

Sao necessarios estudos mais prolongados para uma conclusédo definitiva.
Entretanto, os estudos preliminares realizados demonstraram que, entre as
condicbes de estresse avaliadas, a radiacdo UV em 254 nm provoca maior

degradacéo do farmaco.

Tabela 18. Teores de SQR 60 pug/mL, diluida em fase movel, apds ser submetida a radiacéo
UV 254 nm, em diferentes tempos.

Tempo de exposicéo (dias) Teor (%)* DPR (%)
1 79,20 0,32
2 53,79 0,33
4 521 0,47
4 (branco) 99,87 0,23

*Média de trés determinacdes.
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» As amostras de matérias-primas do cloridrato de sibutramina monoidratado
(SIB1, SIB2 e SIB3) apresentaram conformidade com a SQR, pelas técnicas
gualitativas desenvolvidas: descricdo, solubilidade, pH, faixa de fusdo, DSC, TGA,

reacao para cloretos, reacao para aminas terciarias, CCD, 1V, UV e aquametria;

» A identificacdo do cloridrato de sibutramina monoidratado na forma de

capsulas (CAP) é possivel pelos métodos: CCD e reacéo para aminas terciarias;

» A reacdo para cloretos, a reacdo para aminas terciarias, a CCD e a
aquametria pelo método gravimétrico sdo técnicas adequadas para a identificacao

do farmaco em farmacias magistrais;

» A analise por DSC das amostras de cloridrato de sibutramina monoidratado
indicam a possivel existéncia de diferentes formas polimorficas ou pseudo-
polimorficas para o farmaco, além dos eventos térmicos de perda de agua de
hidratac&o, fusédo e volatilizacdo;A analise por Karl-Fischer constitui 0 método mais
exato para a determinacdo do teor de agua no farmaco, demonstrando coeréncia

com o valor de especificacao;

» Para estabelecimentos que ndo possuam equipamento de Karl-Fischer,
recomenda-se a realizacdo da perda por dessecacdo em estufa a 105 °C, por uma

hora;

» A andlise por TGA indica o teor de agua no cloridrato de sibutramina

monoidratado;

» Tanto a SQR e a amostra SIB1 sdo misturas racémicas;Os métodos
propostos para o doseamento por VMNA utilizaram a mistura de acido acético glacial
e anidrido acético e como indicadores cristal violeta e naftolbenzeina,
respectivamente, podendo ser realizados em farmacias magistrais;A quantificacédo
do cloridrato de sibutramina monoidratado por VMNA em produto acabado deve ser

validada em cada estabelecimento, considerando os excipientes empregados;

» O método de doseamento por CLAE se mostrou adequado para a
determinacdo quantitativa do cloridrato de sibutramina monoidratado nas formas de

matéria-prima e capsulas;
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» O estudo preliminar de estabilidade, realizado mediante exposicdo do
cloridrato de sibutramina monoidratado a temperatura de 60 °C, mostrou pequena
reducdo de teor do farmaco, além da formacao de produtos de degradacdo, quando

avaliado por CLAE;

» O estudo preliminar de estabilidade, realizado mediante exposicdo do
farmaco a radiacdo UV 254 nm por até quatro dias, mostrou que este sofre reducao
consideravel do teor, além da formacdo de produtos de degradagdo, quando

avaliado por CLAE.
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ANEXO

Quadro 14. Recomendacdo da quantidade de amostra a ser utilizada para analise no
equipamento para determinacdo de agua (método de Karl-Fischer), de acordo com a
especificacdo de umidade descrita no manual do equipamento DL 37 Mettler Toledo.

Especificacdo do teor de agua (%) Massa de amostra
50 - 100 10 mg
10-50 10-20 mg
1-10 10-50 mg
0,1-1 10-100 mg
0,01-0,1 100mg-1,0g
0,001 - 0,01 1,0g9-10g
0,0001 - 0,001 10g-20g

Tabela 19. Andlise de variancia (ANOVA) comparando os resultados obtidos pelos seis
métodos por VMNA.

Fontes de variagcdo gl SQ QoM Fcal Ftab
Entre 5 4,7126 0,9425 2,0643* 2,51**
Dentro (Erro residuo) 27 12,3271 0,4566
Total 32 17,0397

* Significativo para p<0,05.
** Determinado por interpola¢@o harmonica entre F g5 30) € F o5(5,40)-
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Tabela 20. Areas absolutas dos picos cromatograficos obtidos para cada concentragéo das
trés curvas padréo obtidas por CLAE.

Concentracéao

Area absoluta* Area média £ e.p.m. DPR (%)
(mg/mL)

993936,72
30,0 990121,69 999538,98 + 7590,09 1,31

1014558,55

1322225,12
40,0 1319939,79 1329009,95 + 7954,89 1,04

1344864,93

1646114,87
50,0 1656056,81 1654399,98 + 4384,10 0,49

1661028,27

1988051,06
60,0 1996089,76 1995852,99 + 4437,68 0,38

2003418,17

70,0 2302827,96 2332059,86 *+ 15693,99 1,17
2336775,03

2356576,60

2628705,76
80,0 2668430,07 2661558,61 + 17328,01 1,13

2687539,00

2947738,02
90,0 3012291,69 2997001,73 + 25215,45 1,46

3030975,48

* Cada valor é correspondente a area média de trés injecoes.
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Tabela 21. Analise de variancia (ANOVA) para trés curvas padrao realizadas para o método

por CLAE.

Fontes de variacdo gl SQ QM Fcal Ftab
Entre 6 9,3372x 10" 15562 x 10"  2705,40* 4,46
a) Regress&o linear 1 9,3370x 10" 9,3370x 10  16231,94* 8,86
b) Desvio de linearidade 5 26876 x 10° 5,3752 x 10’ 0,093 4,69
Dentro 14 8,0531x10°  5,7522 x 10°
Total 20 19,3453 x 10*

* Significativo para p<0,05.

Tabela 22. Analise de variancia (ANOVA) comparando os resultados obtidos por CLAE e

pelos métodos 4 e 5 por VMNA.

Fontes de variacao gl SQ QM Fcal Ftab
Entre 2 2,8019 1,4009 2,9034 3,35
Dentro (Erro residuo) 25 12,0629 0,4825
Total 27 14,8648

* Significativo para p<0,05.
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