ANEXO

Métodos

Identificacdo dos firmacos

A identificacdo dos farmacos foi realizada por eluicdo, que ¢ a utilizacdo de uma mistura de
solventes que promove a separacdo dos seus componentes. A identificacdo foi feita através da
comparacio do tempo de eluicdo das substdncias em coluna de um sistema HPLC (Prominence;
Shimadzu Corp., Kyoto, Japédo) com o tempo de elui¢do dos padrdes analiticos. Para a analise
foram utilizadas 10 capsulas da associacio fixa formoterol/budesonida 12/400 pg do medicamento
teste, assim como 10 cépsulas de formoterol 12 pg e 10 de budesonida 400 pg do medicamento
referéncia.

Peso médio do conteudo das cdpsulas

Para obtencdo do peso médio do conteudo das capsulas, foram utilizadas 20 capsulas da
associacdo fixa (teste) e 40 capsulas do medicamento referéncia (20 de cada principio ativo). As
capsulas foram abertas, e o p6 foi retirado e pesado em uma balanca analitica de precisdo (AT
200; Mettler Toledo, Greifensee, Suica).

Teor dos ativos (doseamento)

O teor dos ativos (doseamento) foi realizado por HPLC (Shimadzu Corp.), com deteccdo em
UV, obedecendo as seguintes etapas:
e extracdo dos ativos presentes no produto, utilizando-se um solvente adequado
® injecdo do solvente com o principio ativo dissolvido em uma coluna de separacdo do HPLC
® passagem de uma fase movel adequada pela coluna de separagdo
® separacdo das substancias injetadas por diferentes afinidades com a coluna
® elui¢do das substancias na coluna, com identificacdo e dosagem dessas através de um
detector espectrofotométrico, que verifica a absorbancia das substancias num determinado
comprimento de onda
® comparacio pelos tempos de retengdo entre o padrio e as amostras
Para o formoterol, o tempo de retencdo padrdo ¢ de 4,6 min aproximadamente. Para a
budesonida, sdo dois sinais dos isbmeros, com tempos de retencdo aproximados de 18,3 e 19,3 min.

Uniformidade de conteudo

A uniformidade de contetudo, que tem como objetivo determinar a variabilidade das substancias
ativas presentes na forma farmacéutica, foi realizada em 10 capsulas do medicamento teste e em
20 capsulas do medicamento referéncia (10 de cada principio ativo), com quantificacio individual
de cada capsula. O liquido de extragio foi analisado em HPLC-UV, como no teste de doseamento.”

Uniformidade de dose liberada

O teste de uniformidade de dose liberada ¢ realizado em apresentacdes inalatdrias contendo
o principio ativo envasado individualmente ou em doses pré-medidas e para formulagdes do
principio ativo embaladas em reservatdrios ou em doses pré-medidas, sendo que as embalagens sdo
rotuladas para o uso com um determinado dispositivo. A dose-alvo ¢ a média obtida de principio
ativo apos um grande numero de avaliacbes de dose liberada, coletadas de varios dispositivos
do produto. Em muitos casos, esse valor pode depender da maneira pela qual o ensaio de dose
liberada é conduzido.®

Para a analise da uniformidade de dose liberada, foram avaliados 10 embalagens e 10 dispositivos
respectivos para os medicamentos teste e referéncia. Utilizou-se dosage unit sampling apparatus
for dry powder inhalers (DUSA-DPIs; Copley Westech Scientific Ltd., Nottingham, Reino Unido;
Figura 1), com placa base, bracadeira grande, suporte e mufa dupla.® Foram realizadas 30 analises
para o medicamento teste e 60 analises para o medicamento referéncia.
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Definiu-se para o medicamento teste:

e Inicio: primeira capsula da embalagem (primeiro uso do dispositivo), esvaziamento e dispensagio
das capsulas intermediarias (22 a 14® capsula)

e Meio: 15° capsula (qualquer capsula da embalagem), esvaziamento e dispensacdo das capsulas
intermediarias (16° a 292 capsula)

e Fim: 30? capsula (qualquer capsula da embalagem)

Definiu-se para o medicamento referéncia:

e Inicio: primeira capsula da embalagem (primeiro uso do dispositivo), esvaziamento e dispensagio
das capsulas intermediarias (22 a 292 capsula)

e Meio: 30° capsula (qualquer capsula da embalagem), esvaziamento e dispensacdo das capsulas
intermediarias (312 a 59° capsula)

e Fim: 60? capsula (qualquer capsula da embalagem)

Distribuicdo aerodinamica de particulas

0 sistema eficaz para medir a distribuicdo aerodinamica das particulas ¢ o Andersen cascade
impactor (AC1).®) O produto contido no jato inalatdrio é levado, por meio de vacuo com fluxo
controlado, para um conjunto de peneiras que simulam in vitro a via respiratoria até o alvéolo
pulmonar (Figura 2).

0 modelo de ACI utilizado foi 0 8301-60 (Copley Scientific Ltd., Nottingham, Reino Unido),
separando a amostra em fracdes com base em diferencas de inércia em funcdo da densidade das
particulas, forma e velocidade. O aparato inclui uma série de estagios (peneiras), com diferentes
numeros de perfuragdes de didmetros conhecidos, que vdo diminuindo com o numero do estagio. Em
cada estagio, particulas com inércia insuficiente para acompanhar o fluxo de ar ficam depositadas
no estagio anterior, enquanto o restante das particulas continua nos proximos estagios. Essas sdo
arrastadas pela corrente de ar, através de um fluxo constante produzido pela bomba de vécuo,
significando que particulas menores alcancam inércia suficiente para sua deposicdo nas peneiras
mais finas.

Detalhes operacionais para a obtencdo dos resultados

O sistema utilizado foi qualificado em 09/06/2006, com validade de dois anos. O revestimento
das placas/peneiras foi realizado com uma solucédo de 6leo de silicone em hexano, na concentracio
de 19%. O bocal ¢ feito de material de silicone, em moldes compativeis com os dispositivos dos
medicamentos analisados (teste e referéncia). O posicionamento das placas e peneiras ¢ padrio,
de acordo com o modelo do aparato.

Todo o sistema foi calibrado com capsulas vazias de cada medicamento. O volume de aspiracdo
foi corrigido utilizando-se a seguinte equagao:

DCE’= DCPx (28,3/0)"0,5 (1)

onde Q ¢ o fluxo obtido na andlise em L/min, DCE’ é o didmetro de corte efetivo no fluxo Q
obtido na analise, e DCP ¢ o didmetro de corte padrdo para o fluxo de 28,3 L/min.

0 valor de Q utilizado na equagdo acima para os medicamentos teste e referéncia foi de,
respectivamente, 94 L/min e 99 L/min.

As fracdes e as doses de particulas finas foram calculadas a partir das massas obtidas em
cada estagio por dose liberada e apos a correcdo dos didmetros de corte das peneiras, em funcdo
do fluxo Q utilizado nas andlises. Esse fluxo padrio foi ajustado para 90 L/min. A correcdo dos
didmetros das peneiras para cada estagio do ACl ¢ dependente do fluxo utilizado nos ensaios.

Os resultados foram expressos como particulas finas por dose (PFD) e fracdo de particulas
finas (FPF), obtidos pelas seguintes formulas:

PFD=Ym=+n (2)

onde >m é a soma das massas dos estagios 1 a 7, e n é o nimero de jatos inalatorios utilizados
(n = 10 no presente estudo).
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FPF= (PFD + UDL) x 100 (3)

onde UDL ¢ a uniformidade da dose liberada em pg.
Os célculos foram realizados pelo Copley Inhaler Testing Data Analysis Software (CITDAS),
versio 3.10 (Copley Scientific Ltd.).

Teor de dgua

Utilizou-se um sistema de Karl Fischer (787 KF Titrino; Metrohm AG, Herisau, Suica) e balanca
(AEU Libror 210; Shimadzu Corp.) para a determinacdo do teor de umidade. Foram analisadas
cinco capsulas do medicamento teste e cinco capsulas para cada principio ativo do medicamento
referéncia.

Variabilidade dos volumes

Para avaliar o medicamento teste em condicdes de inspiracio a baixos volumes (simulando
paciente com dificuldade respiratoria), foi proposto um ensaio de distribuicdo aerodindmica de
particulas com um sistema muiti-stage liquid impinger (Astra Draco MSLI; Erweka, Heusenstamm,
Alemanha), verificando a influéncia da aspira¢do na distribuicdo de particulas in vitro. Utilizaram-se
capsulas do medicamento teste (formoterol/budesonida 12/400 pg) do lote n° 1005968; fabricado
em setembro de 2010 e com vencimento em marco de 2012. O ensaio foi realizado entre 20 de
outubro e 17 de novembro de 2010.

0 sistema MSLI permite medir o tamanho de particulas quando submetidas a aerodisperséo.
Esse sistema possui quatro estagios de impacto, cada um contendo um pequeno volume de liquido
utilizado para reduzir possiveis oscilacdes da particula quando de sua reentrada no proximo
estagio. No ultimo estagio é adicionado um filtro. Os didmetros de corte tedricos esperados (em
pm) quando o fluxo utilizado é de 60 L/min nos quatro estagios e no filtro sdo, respectivamente,
13,0, 6,8, 3,1, 1,7 e < 1,7 pm.

A amostra foi obtida utilizando cinco acionamentos do controlador de fluxo para cada unidade,
em dois volumes inspiratdrios, com recuperacio no sistema MSLI em diluente e fluxo apropriados.
Esses volumes foram suficientes para promover o esvaziamento completo da capsula, conforme
orientacdo da bula do medicamento. Os tempos utilizados para estabelecer o volume inspiratorio
de 1 L e de 4 L foram previamente calculados (0,7 s e 2,7 s, respectivamente).
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