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RESUMO

Desenvolvimento de método indicativo da estabilidade, ensaio de dissolucéo e estudo

preliminar da estabilidade e citotoxicidade do ciprofibrato em formas farmacéuticas

O ciprofibrato € um farmaco hipolipemiante amplamente utilizado para o tratamento de
hipertrigliceridemia. Encontra-se comercialmente disponivel na forma de comprimidos e
capsulas manipuladas, e, até 0 momento, ndo existem monografias oficiais para o controle de
qualidade em suas formas farmacéuticas. O presente trabalho objetivou o desenvolvimento e
validacdo de método cromatogréfico indicativo de estabilidade para analise quantitativa do
ciprofibrato nas formas farmacéuticas comerciais, desenvolvimento de ensaio de dissolugao,
avaliacdo da estabilidade do farmaco em condicdes de degradacdo forcada, contemplando a
determinacdo da cinética de fotodegradacdo e o estudo da citotoxicidade do farmaco em
presenca dos produtos de degradacdo. A validacdo do método analitico foi realizada de acordo
os principais Guias Oficiais, considerando os seguintes parametros analiticos: especificidade,
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. O método cromatografico descrito nesse trabalho
demonstrou-se adequado para determinacdo de ciprofibrato em comprimidos e cépsulas
manipuladas. O método de dissolucao foi desenvolvido e validado para avaliacdo da liberacéo
do farmaco em comprimidos seguindo os parametros de especificidade, linearidade, precisdo,
exatidao e robustez. O meio utilizado foi &cido cloridrico com adicdo de 1 % de lauril sulfato
de sodio, aparato pas, rotacdo de 50 rpm e quantificacdo por espectrofotometria na regido do
ultravioleta. A cinética de fotodegradacdo em acetonitrila, frente a luz UVC 254 nm
apresentou reacdo de segunda ordem para a matéria-prima e ambas as formas farmacéuticas.
A avaliacdo da citotoxicidade indicou que a amostra de ciprofibrato na presenca dos produtos
de degradacdo obtidos na fotdlise ndo aumenta seu efeito toxico quando comparado ao
farmaco intacto. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a importancia do
aprofundamento dos estudos nesta area para garantir a seguranca e eficacia terapéutica dos

produtos farmacéuticos comercializados.

Palavras-chave: ciprofibrato, validacdo de métodos analiticos, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, estabilidade, método de dissolucao, citotoxicidade.



ABSTRACT

Development of a stability-indicating method, dissolution assay and preliminary study of

ciprofibrate stability and citotoxicity in pharmaceutical formulations

Ciprofibrate is a hypolipidemic drug widely used to treat hypertriglyceridemia. It is
commercially available as tablets and capsules, and, nowadays, there are no official
monographs regarding the quality control to this drug in its pharmaceutical forms. The present
study aimed to develop and validate a stability indicating chromatographic method for
quantitative analysis of ciprofibrate in commercial pharmaceutical forms, development of the
dissolution test, to evaluate the drug stability under forced degradation, comprising the
determination of the photodegradation kinetics and the study of drug cytotoxicity in the
presence of the degradation products. The validation of the analytical method was performed
according to parameters described in the Official Guides considering the following analytical
parameters: specificity, linearity, precision, accuracy and robustness. The method described in

this work had demonstrated to be adequate for ciprofibrate determination in tablets and

capsules. The dissolution study was conducted by paddle method (50 rpm) at 37 + 0,5 °C in

900 mL of hydrochloric acid with addition of 1 % sodium lauryl sulfate, and quantification by
spectrophotometry in the ultraviolet. The photodegradation Kinetics in acetonitrile under UVC
light showed a second-order kinetics for the raw material and both dosage forms. The
cytotoxicity evaluation indicated that the ciprofibrate sample in the presence of the
degradation products obtained under photolysis does not increase its toxic effect when
compared to the intact drug. The results demonstrate the importance of this type of study to

ensure the safety and efficacy of marketed pharmaceutical products.

Keywords: ciprofibrate, validation of analytical methods, high-performance liquid

chromatography, stability, dissolution method, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Com as mudancas no estilo de vida observadas a partir da segunda metade do século
XX, que incluiram mudangas nos héabitos alimentares e adocdo de um estilo de vida
sedentério, tem se observado uma elevacdo da incidéncia de doencas crénicas como obesidade
e hipertensdo arterial (POZZAN et al., 2004). As dislipidemias, que sdo intimamente
relacionadas com tais doencas, caracterizam-se por concentracGes anormais de lipidios ou
lipoproteinas no sangue, sendo um importante fator de risco para o desenvolvimento de
complicacdes cardiovasculares. De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia, cerca
de 40 % da populacdo brasileira tém colesterol elevado (FRANCA e ALVES, 2006;
ROMALDINI et al., 2004; SPOSITO, 2007).

Os fibratos sdo uma das classes de medicamentos utilizados no tratamento de
dislipidemias, pois diminuem a concentracdo plasmatica de triglicerideos (TG), aumentam a
concentracdo de lipoproteinas de alta densidade (hight density lipoprotein - HDL) e
potencializam a eliminacdo de lipoproteinas de baixa densidade (low density lipoprotein —
LDL). Com o aumento da incidéncia deste tipo de doenga, cresce também a utilizacdo dos
medicamentos dessa classe terapéutica, como o ciprofibrato (CPF) (BIGHETTI et al., 2009).
O CPF é derivado do acido 2-metoxi-2-metilpropanoico e, atualmente, é comercializado no
mercado nacional sob as formas farmacéuticas de comprimidos, sendo o Oroxadin® da
Sanofi-Aventis 0 medicamento referéncia, e capsulas manipuladas, podendo ser encontrado
na dose de 100 mg. Estudos publicados no ano de 2011, demonstram que o mercado nacional
do CPF movimenta 2 milhdes de unidades, com um faturamento anual de R$ 92,6 milhdes
(IMS Health - PMB, 2011).

Para garantir a eficacia e seguranca dos medicamentos comercializados, a legislacdo
determina certas especificagcdes que devem ser cumpridas, tornando assim, o desenvolvimento
e validacdo de métodos para a avaliacdo da qualidade dos produtos farmacéuticos um
processo fundamental (BRASIL, 2003a; USP 35, 2012).

O controle de qualidade atua desde a avaliacdo da matéria-prima até a analise do
produto final, no desenvolvimento e validacdo de métodos, estudo de estabilidade de
formulacGes, avaliagdo dos produtos de degradacdo e padronizagdo de procedimentos de
producdo (NASCIMENTO, et. al., 2005). Varios métodos analiticos estdo disponiveis para

utilizagdo no controle de qualidade de rotina, e a sua escolha deve ser feita de acordo com o0s
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objetivos da anélise a ser efetuada. Entre os fatores a ser considerados estdo a identidade e
pureza das amostras, 0 grau de precisdo e exatiddo necessarios, a disponibilidade de reagentes

e equipamentos, e o custo total da analise (RIBANI, et. al., 2004).

O CPF ndo possui, até o momento, monografia em codigos oficiais para a
determinacdo do farmaco em formas farmacéuticas. A Farmacopeia Européia (2013)
disponibiliza monografia para a analise do farmaco em matéria-prima. Na literatura cientifica,
atualmente, existem poucos métodos para a analise do CPF em formas farmacéuticas. Muitos
desses procedimentos analiticos propostos Sdo onerosos, possuem execucdo complexa,
demandam elevado tempo de andlise e utilizam solventes com alto potencial téxico, sendo de
dificil aplicacdo no controle de qualidade de rotina. Estudos sobre sua estabilidade, cinética de
degradacéo e avaliacdo da citotoxicidade do farmaco na presenca dos produtos de degradacéo

formados em condigdes fotoliticas ndo estdo, ainda, apresentados.

Considerando o exposto, o presente trabalho busca desenvolver e validar metodologia
analitica simples e exequivel por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
determinacdo de CPF em formas farmacéuticas, bem como realizar estudo preliminar da
estabilidade da matéria-prima e formas farmacéuticas em condicdes forcadas de
armazenamento e, avaliar a citotoxicidade do farmaco e da mistura dos produtos de
degradacdo formados em condi¢des fotoliticas. Considerando, também, que o CPF somente é
comercializado em formas de uso oral, justifica-se o desenvolvimento de método de
dissolucdo para que possa contribuir com a qualidade biofarmacotécnica dos produtos

comerciais disponiveis no mercado nacional.
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Objetivos

Obijetivo geral

Desenvolver e validar metodologia analitica para avaliar a qualidade de comprimidos

e cdpsulas manipuladas de CPF e realizar estudo preliminar da estabilidade e citotoxicidade.

1.1.2

Obijetivos especificos

Desenvolver e validar técnica cromatogréfica indicativa da estabilidade por CLAE

para determinacdo do CPF em formas farmacéuticas;

Realizar estudo de estabilidade do CPF na matéria-prima e em formas farmacéuticas,
com avaliacdo do perfil de degradacdo do farmaco em diferentes condi¢bes: luz,

hidrélise e oxidacao;

Desenvolver e validar ensaio de dissolucdo dos comprimidos de CPF e avaliar o perfil

de dissolucdo de amostras disponiveis comercialmente;

Determinar a cinética de degradacdo do CPF na matéria-prima e em formas

farmacéuticas;

Realizar estudo de citotoxicidade do CPF na presenca dos produtos de degradacéo,
formados na degradacéo fotolitica, avaliando viabilidade celular pelo método de azul
de tripan, proliferacdo celular, mutagenicidade pelo método de micronicleos e

genotoxicidade pelo ensaio cometa.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1  Ciprofibrato

Os fibratos sdo uma classe de farmacos amplamente utilizados para o tratamento da
hipertrigliceridemia (BIGHETTI et al., 2009; PIRELA et al., 2005). Sdo farmacos derivados
do &cido 2-metoxi-2-metilpropandico (KOMSTA e MISZTAL, 2004), sendo o clofibrato o
primeiro a ser descrito, em 1963. Atualmente existem diversos anélogos disponiveis no
mercado, entre eles: clofibrato, bezafibrato, genfibrozil, etofibrato, fenofibrato e CPF (Figura
2.1) (KUBLIN et al., 2010).

Figura 2.1 — Estrutura quimica do CPF

Cl HyC™ "CHj

Cl H

Fonte: EUROPEAN PHARMACOPEIA (2013)

O CPF é um modulador lipidico de largo espectro. E um complemento eficaz da dieta
no controle de concentracBes elevadas do colesterol LDL e lipoproteina de muito baixa
densidade (very low density lipoprotein - VLDL) e dos triglicerideos (TG) (BIGHETTI et al.,
2009; GOODMAN e GILMAN, 2012; KUBLIN et al., 2010).

2.1.1 Descricdo (EUROPEAN PHARMACORPEIA, 2013):

¢ Nome quimico: acido 2-(4- (2,2-diclorociclopropil)fenoxi)-2-metil-propandico;
e Registro no Chemical Abstracts (CAS): 52214-84-3;

e Formula molecular: C13H14Cl,03.

e Massa molecular: 289,2;

e Faixa de fusdo: 114 - 116° C;

e Apresentacdo e solubilidade: pé cristalino branco ou levemente amarelado, praticamente

insoltvel em &gua, facilmente soltvel em etanol anidro, soltvel em tolueno;

e Valor de pKa: 3,65 (HUTTEMANN e BLASCHKE, 1999).
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2.1.2 Mecanismo de acao

Os fibratos diminuem as concentragbes plasmaticas de TG, ativando
enzimas responsaveis pela - oxidacao dos acidos graxos de cadeia longa, reduzindo a sintese
de TG, ativando a lipase lipoproteica (que acelera o catabolismo) e reprimindo a expressao de
apolipoproteina (apo) CIIl (inibe a lipoproteina lipase) (BIGHETTI et al., 2009;
PARZIANELLO, 2007; PIRELA et al., 2005). Eles aumentam a eliminacdo de fragcdes do
colesterol LDL do organismo e modificam sua estrutura por meio do aumento de suas
dimensGes e diminuicdo de sua densidade (KUBLIN et al., 2010). Além disso, 0s compostos
deste grupo influenciam no aumento da fragdo HDL e no transporte reverso do colesterol,
devido a expressdao aumentada de apoA-lI e apoA-Il, envolvidas na transformacdo de HDL
nascente em maduro e na ativacdo da lipoproteina lipase e da lecitina colesterol acil
transferase (KUBLIN et al., 2010; PARZIANELLO, 2007; PIRELA et al., 2005).

O mecanismo de acdo especifico baseia-se na sua interacdo com receptores nucleares,
chamados receptores ativados por proliferados de peroxissomas (peroxisome proliferator-
activated receptor - PPAR), que sdo transmissores cruciais de estimulos para os genes que
controlam o metabolismo dos lipideos (BIGHETTI et al., 2009; KUBLIN et al., 2010;
PIRELA et al., 2005). Apo6s a ativacao por ligantes, tais como acidos graxos, eicosandides e
hipolipemiantes (compostos que imitam os ligantes naturais), 0 PPAR forma um heterodimero
com o receptor do acido 9-cis retindico (retinoic X receptor - RXR), que se liga a elementos
responsivos especificos (peroxisome proliferator response element - PPRES) e modula a
transcricdo génica. Trés isoformas de PPAR, o, B e y foram identificadas. A expresséo
humana de PPAR é maior no musculo esquelético, seguido pelo figado, rins e adrenais. No
figado, a PPAR-a é a forma predominante e desempenha um papel fundamental na regulacao
do metabolismo lipidico (PIRELA et al., 2005; TAVARES et al., 2007). Como resultado de
sua acao, ha uma diminuicdo no nivel de triglicerideos de 20-50 %, um aumento do colesterol
HDL de 10-15 % e uma diminui¢do do colesterol LDL (GOODMAN e GILMAN, 2012;
KUBLIN et al., 2010).

2.1.3 Farmacocinética

Os fibratos séo rapidamente absorvidos pelo trato gastrointestinal, mais de 90 %
quando no estado alimentado. A concentracdo plasmatica maxima é alcancada em cercade 1 a
4 horas. Possuem alta ligagdo proteica, sendo que mais de 95 % do farmaco no plasma esta

ligado a proteinas. O volume de distribuicdo estimado na fase de equilibrio é de
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aproximadamente 11,7 + 1,97 litros. A principal via de excre¢do do CPF é o rim, a depuragéo
plasmatica esta entre 1,35 e 1,55 mL/h/Kg. E excretado inalterado ou como conjugado
glucurénico, entre 80,22 + 2,9 % da dose administrada por via oral é recuperada na urina no
periodo de 10 dias. A meia-vida de eliminacdo é de aproximadamente 80 horas (BIGHETTI et
al., 2009; GOODMAN e GILMAN, 2012; KUBLIN et al., 2010).

2.1.4 Efeitos adversos

Os principais efeitos colaterais sdo: disturbios gastrointestinais e do sono, diminuicao
da libido, erupcdo cutanea e fraqueza muscular. Podem aumentar a litogenicidade da bile,

aumentando os calculos biliares de colesterol (SPOSITO et al., 2007).
2.1.5 Métodos de andlise para determinacdo quantitativa

O desenvolvimento de métodos analiticos bem como a modificagdo ou
complementacdo de métodos conhecidos necessita de um processo de avalie a qualidade dos
resultados obtidos. A validacdo € processo pelo qual se obtém garantia experimental
documentada de que o método gera informacBes confidveis para a utilizacdo pretendida
(BRASIL, 2003a).

Alguns guias e 6rgdos oficiais contendo diretrizes sobre a validacdo de procedimentos
analiticos estdo disponiveis atualmente, como a Conferéncia Internacional de Harmonizacgéo
(International Conference on Harmonisation — ICH) e a Farmacopeia Americana (United
States Pharmacopeia - USP), respectivamente. (BRASIL, 2003a).

Devido a importancia da avaliacdo da qualidade dos produtos farmacéuticos em todas
as etapas do processo de fabricacdo o desenvolvimento de métodos analiticos confidveis € um
passo limitante para a eficiéncia dos programas de validacéo e da vigilancia desses produtos
(NASCIMENTO et al., 2005; RIBANI et al., 2004).

Na literatura cientifica existem poucos relatos sobre a determinag¢do quantitativa dos
derivados do &cido 2-metoxi-2-metilpropandico em preparagdes farmacéuticas e em material
bioldgico (KUBLIN et al., 2010). MASNATTA et al., (1996) desenvolveram método para
determinacéo plasmatica de CPF e outros fibratos por CLAE, utilizando coluna guarda Shim-
pack G-ODS (100 x 4 mm, 5 um), coluna Shim-pack CLC-ODS RP-C18 (250 x 4,6 mm, 5
um), fase movel composta por uma mistura de acetonitrila (ACN) e tampéo fosfato 0,02 M
(55:45) e gradiente de fluxo. KUBLIN et al. (2010) também utilizaram CLAE, onde
desenvolveram e validaram método para quantificacdo e identificacdo de fibratos, incluindo o

CPF, em capsulas e comprimidos. Os autores utilizaram coluna Symmetry C18 (250 x 4,6
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mm, 5 um tamanho de particula), fase movel composta por ACN e agua pH 2,5 (70:30, v/v),
temperatura de 35 °C, fluxo de 1,2 mL min™, volume de injecdo de 10 pL e deteccdo por
Ultravioleta (UV).

NASCIMENTO et al. (2011) desenvolveu e validou um método espectrofotométrico
para andlise de ciprofibrato em comprimidos, utilizando metanol como solvente, e
concentracéo de trabalho de 10 ug mL™. O método mostrou-se especifico, preciso, exato e
robusto frente a diferentes fabricantes de metanol. As Farmacopeias Britanica e Européia
apresentam um método por CLAE para analise de substancias relacionadas utilizando coluna
C8, fluxo de 1,5 mL min™, deteccdo em 230 nm, volume de injecdo de 10 pL e eluicdo em
gradiente da fase mdvel composta por solucdo de dihidrogenofosfato de potéssio, na

concentracdo de 1,36 g L™, e pH ajustado para 2,2 com &cido fosférico e ACN.

JAIN et al. (2012) desenvolveram e validaram método cromatografico para analise de
CPF em comprimidos, utilizando metanol e agua como solvente, concentracédo de trabalho de
20 pug mL™, coluna C18, fluxo de 1,0 mL min™, deteccdo em 232 nm, volume de injecdo de
20 pL e eluicdo isocréatica da fase movel composta por dgua acidificada com &cido fosférico
pH 3,7 e metanol (10:90, v/v). O ultimo sendo, também, o Unico relato encontrado na
literatura cientifica referente a estudos de estabilidade do CPF, utilizando a degradacéo
forcada para o desenvolvimento de método de quantificacdo indicativo de estabilidade. As
condic@es utilizadas foram: &cido cloridrico 3 M, por 1 hora; hidréxido de sédio 0,5 M, por 1
hora; peréxido de hidrogénio 30 %, por 4 horas; aquecimento a 100 °C, por 48 horas; e
fotolise (254 e 366 nm), por 48 horas. Os resultados obtidos, em percentual de degradacédo
foram de 7,54 % para degradacdo &cida, 4,88 % para degradacdo basica e 58,70 % para
degradacdo oxidativa. Na degradacdo térmica e fot6lise ndo ocorreu degradacdo nas
condigOes testadas. N&o foram encontrados trabalhos na literatura relatando estudos de

estabilidade no que diz respeito a determinacédo da cinética de fotodegradacdo desse farmaco.

Durante o desenvolvimento deste trabalho a Farmacopeia Britanica publicou consulta
publica sugerindo um teste de dissolucdo para o CPF com as seguintes condic¢des: 900 mL de
meio tampé&o fosfato pH 6,5 a 37 °C; aparato 2 com velocidade de rotagdo de 50 rpm; volume
de amostragem de meio de 10 mL; 45 minutos de andlise e andlise das amostras por

espectrometria na regido do UV em 230 nm.
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3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR
CLAE PARA DETERMINACAO QUANTITATIVA DO CIPROFIBRATO

3.1 Introducéo

Os métodos cromatograficos sdo comumente utilizados em laboratorios de analise para
a avaliacdo qualitativa e quantitativa de farmacos em matérias-primas e produtos acabados,
sua popularidade deriva da sua versatilidade, pois além da quantificacdo permitem a
separacdo de componentes, podendo ser utilizados na avaliacdo da estabilidade, quando
devidamente desenvolvidos e validados (WATSON, 2005).

Os métodos analiticos tém por objetivo fornecer informagdes confiaveis quanto a
natureza e a composicdo dos materiais submetidos a andlise. Porém, certo grau de
variabilidade estd atrelado a todas as avaliacBes. A validacdo busca assegurar que o

desempenho analitico do método é adequado para a aplicagdo pretendida (BRASIL, 2003a).

Os principais parametros a serem avaliados na validacdo de um método analitico sdo:
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de quantificacdo e limite de
deteccdo. No entanto, é de responsabilidade do analista a selecdo de quais parametros devem
ser analisados, uma vez que a necessidade de avaliacdo depende do tipo de método e da
finalidade de sua utilizacdo (BRASIL, 2003a; USP 35, 2012).

3.2  Substancia quimica de referéncia (SQR)

Utilizou-se SQR de CPF, com teor declarado de 100 %, identificado pelo lote n° 1156-
032Al, de Purity Grade Standards (Durham, USA), gentilmente doado pela Multilab® - a
Takeda Company.

3.3  Matéria-prima
Matéria-prima de CPF, adquirida de Pharma Nostra, com teor declarado de 98,8 %.
3.4 Produtos farmacéuticos
e  Cépsulas na concentracdo de 100 mg de CPF, obtidas em farmécia magistral.

Excipientes: estearato de magnésio, dioxido de silicio coloidal, celulose

microcristalina e amido.

e Comprimidos na concentracdo de 100 mg de CPF, com o nome comercial de

Oroxadin®, fabricado pela Sanofi-Aventis.
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Excipientes: amido, celulose microcristalina, dioxido de silicio, hipromelose, lactose

monoidratada, laurilsulfato de sodio, dleo vegetal hidrogenado e agua purificada.
3.5  Solventes e reagentes
e Acetonitrila grau CLAE - Tedia®
e Acido cloridrico — Quimica Moderna®
e Acido orto-fosférico 85 %, Merck®
e Agua destilada
e Agua ultrapurificada
e Etanol — Quemis®
e  Hidroxido de sodio - Dindmica®
e Metanol grau CLAE - Merck®
e Peroxido de hidrogénio - Fmaia®
e Trietilamina - Vetec®
3.6 Equipamentos e acessorios
e  Agitador magnético com aquecimento — Fisatom®
e Balanca analitica Shimadzu® ay 220
e Bombaa Vacuo e Ar Comprimido Logen® - 131

e Coluna cromatografica Shim-pack® CLS-ODS (M) (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um),

Shimadzu®

e Cromatdgrafo liquido equipado com desgaseificador DGU-20As; bomba LC-20AT,;
injetor automatico SIL-20A; detector de arranjo de diodos SPD-M20A; forno CTO-
20A; controlador CBM-20A e software LC Solution, marca Shimadzu®

e Lavadora ultra-sdnica Unique®
e Manta de aquecimento Nalgon®
e Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 pum, 47 mm

e Lampada ultravioleta TUV 30W/G30 T8, 254 nm, Starlux®
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e Papel filtro quantitativo faixa preta (Quanty® - JP41)
e Potencidmetro Hanna® pH 21
e Termémetro Quimico para laboratério HG®
3.7 Desenvolvimento do método

As condic¢des cromatograficas foram otimizadas, de modo a proporcionar um bom
desempenho do ensaio. A fim de encontrar a fase mdvel mais apropriada para a determinacéao
de CPF foram analisadas algumas misturas de solventes. ACN e metanol s&o os solventes
organicos habitualmente utilizados em CLAE, de modo que varias misturas de ACN, metanol,
agua e acido o-fosforico 0,1 % (v/v) foram testadas. Antes da mistura com o solvente
orgénico, o pH da solucdo de &cido o-fosfdrico foi verificado num intervalo de 2,0 a 5,0.
Diferentes proporcdes de fases organicas e aquosas foram utilizadas para determinar os
melhores pardmetros de tempo de anélise e adequacdo do sistema. O teste de adequabilidade
do sistema cromatografico foi realizado antes de cada execucdo de validacdo usando cinco
injecOes repetidas de uma solugdo da SQR. Pratos tedricos, fator de cauda e repetibilidade de

injecdo foram determinados.

As condi¢bes experimentais estabelecidas para a analise do CPF por CLAE

encontram-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Parametros para execucao do método por CLAE

Caracteristicas Descricdo
Coluna Shim-pack® CLS-ODS (M) (250 mm X 4,6 mm d.i.) 5 pm
Fase mével A_ciqlo fosforico 0,1 % (v/v) pH 3,0 (ajustado com
trietilamina): ACN (35:65)
Vazéo 1 mL min*
Comprimento de onda 233 nm
Volume de injecéo 20 pL

A fase movel foi preparada e filtrada, sob vacuo, em membrana de nylon com

porosidade de 0,45 um, e desgaseificada em banho ultrassénico por 30 minutos. A fase movel
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foi bombeada pela coluna, com vazdo de 1 mL min™, durante cerca de 20 minutos para prévia
estabilizacdo da mesma. Antes da analise, todas as amostras foram filtradas em minifiltros

com porosidade de 0,45 pum.
3.8  Validacdo do método analitico

A validacdo foi conduzida de acordo com USP 35 (2012) e ICH - Q2 (R1) (2005),
sendo os parametros avaliados: especificidade, linearidade, preciséo (repetibilidade e preciséo

intermediaria), exatiddo e robustez.
3.8.1 Especificidade

A especificidade do método analitico foi avaliada através da verificacdo da
interferéncia dos excipientes da formulacdo e dos produtos formados através do estudo de

degradacéo forcada da matéria-prima.
e Preparo da amostra simulada de excipientes (ASE)

Avaliou-se a especificidade do método analitico através da preparacdo de uma solugéo
de ASE das formulacbes. Estas foram preparadas através da pesagem de quantidades
propostas de cada excipiente, determinadas através da quantidade usual relatada em ROWE
(2009).

A solucdo ASE foi preparada a partir da pesagem da ASE equivalente a quantidade
dos excipientes transferidas na pesagem do pool dos comprimidos e capsulas. O pé foi entdo
transferido para baldo volumétrico de 25 mL, foram adicionados 10 mL de etanol absoluto e,
aproximadamente, 8 mL de &gua destilada. As solugbes foram submetidas a agitacdo em
ultrassom, por 5 minutos. Completou-se o volume com o mesmo solvente e filtrou-se.
Transferiu-se uma aliquota de 2 mL dessa solucdo para baldo volumétrico de 50 mL e

completou-se o volume com &gua destilada.
e Preparo da SQR em condi¢fes normais (tempo zero)

Pesou-se 12,5 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Foram
adicionados 10 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 8 mL de agua destilada. As
solucBes foram submetidas a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos. O volume foi completado
com agua destilada, obtendo-se a concentragdo de 500 pug mL™. Aliquotas de 2 mL foram
transferidas para baldes volumétricos de 50 mL, o volume foi completado com agua destilada,

obtendo-se a concentragéo tedrica de 20 pg mL™.
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e Preparo da matéria-prima em condic¢des de degradacao forcada
= Hidrolise &cida

Pesou-se 25 mg da matéria-prima e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL.

Foram adicionados 4 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 4 mL de acido cloridrico 1
M, as solu¢des foram entdo submetidas a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos. O volume foi
completado com &cido cloridrico 1 M, obtendo-se concentracdo de 500 ug mL™. A solugéo
foi deixada em refluxo, por 4 horas. Aliquotas de 2 mL foram transferidas para balGes

volumétricos de 50 mL, neutralizadas com hidroxido de sédio 1 M e o volume completado

com agua destilada, obtendo-se solucdes com concentragdes tedricas de 20 pg mL™.
= Hidrolise bésica
Pesou-se 25 mg da matéria-prima e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL.
Foram adicionados 4 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 4 mL de hidroxido de sédio
1 M, as solucdes foram entdo submetidas a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos. O volume
foi completado com hidréxido de sédio 1 M, obtendo-se concentracdo de 500 pug mL™. A
solucdo foi deixada em refluxo, por 7 horas. Aliquotas de 2 mL foram transferidas para baldes

volumeétricos de 50 mL, neutralizadas com &cido cloridrico 1 M e o volume completado com

4gua destilada, obtendo-se solucdes com concentracdes teéricas de 20 pg mL™.
= Oxidacdo Quimica

Pesou-se 25 mg da matéria-prima e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL.
Foram adicionados 4 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 4 mL de perdxido de
hidrogénio 30 V, as solu¢des foram entdo submetidas a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos.
O volume foi completado com perdxido de hidrogénio 30 V, obtendo-se concentracdo de 500
ng mL™. A solucéo foi deixada em refluxo, por 3 horas. Aliquotas de 2 mL foram transferidas
para baldes volumétricos de 50 mL e o volume completado com &gua destilada, obtendo-se

solucBes com concentracdes tedricas de 20 pg mL™.
= Fotolise

Pesou-se 50 mg da matéria-prima e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL.
Foram adicionados 20 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 20 mL de ACN, as
solucBes foram entdo submetidas & agitacdo em ultrassom, por 5 minutos. O volume foi
completado com ACN, obtendo-se concentracdo de 1000 pg mL™. A solucdo filtrada com

minifiltros de porosidade 0,45 um e transferida para cubetas de quartzo, sendo irradiada por
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luz UV 254 nm por 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. Aliquota de 1 mL foi transferida para
balGes volumétricos de 50 mL e o volume completado com &gua destilada, obtendo-se

solucBes com concentracdes tedricas de 20 pg mL™.
3.8.2 Linearidade

Para obtencdo da curva pesou-se analiticamente 25 mg da SQR e transferiu-se para
baldo volumétrico de 50 mL. Foram adicionados 20 mL de etanol absoluto e,
aproximadamente, 10 mL de agua destilada, a solucdo foi entdo submetida a agitacdo em
ultrassom, por 5 minutos. Completou-se o volume com agua destilada, obtendo-se a
concentracdo de 500 pg mL™. A partir dessa solucdo, com auxilio de bureta, foram
transferidas aliquotas de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mL para bal6es volumétricos de 50 mL. Os
volumes foram completados com agua destilada, obtendo-se as concentragcfes de 10, 15, 20,
25 30 ug mL™.

Com os valores das areas do pico, em fungcdo da concentracdo de CPF, foram
calculados a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo. Os resultados foram submetidos a

analise estatistica de variancia (ANOVA).
3.8.3 Preciséo

A precisdo do método foi avaliada através do desvio padrao relativo (DPR) obtido na
determinacdo do CPF em comprimidos e capsulas manipuladas nos testes de repetibilidade
(intra-dia, n = 6) em dois dias diferentes e com diferente analista e precisdo intermediaria
(inter-dia, n = 18).

e Preparo da SQR

Pesou-se 12,5 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Foram
adicionados 10 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 8 mL de agua destilada, a solugéo
foi entdo submetida a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos. Completou-se o volume com
4gua destilada, obtendo-se a concentragdo de 500 ug mL™. Aliquota de 2 mL dessa solucéo
foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com agua

destilada, obtendo a concentragéo de 20 ug mL™.
e Preparo das amostras

Determinou-se 0 peso médio de 20 comprimidos e o peso de conteudo de 20 capsulas
manipuladas, conforme a Farmacopeia Brasileira 52 Edi¢cdo (2010). Os comprimidos foram

triturados até a formacdo de um pd homogéneo. Os conteldos das capsulas foram
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homogeneizados em gral de porcelana. Pesaram-se, dos pds, quantidades equivalentes a 12,5
mg de CPF e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Foram adicionados 10 mL de
etanol absoluto e, aproximadamente, 8 mL de agua destilada, as solugbes foram entdo
submetidas a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos. Completou-se os volumes com agua
destilada, obtendo-se concentracdes de 500 pg mL™. As solucdes foram filtradas em papel
filtro quantitativo faixa preta, os primeiros mililitros desprezados, e aliquotas de 2 mL dos
filtrados foram transferidas para baldes volumétricos de 50 mL. Os volumes foram
completados com &gua destilada, obtendo concentracdo de 20 pg mL™. Foram realizadas

determinac6es no mesmo dia, em diferentes dias e com diferente analista.
3.8.4 Exatidéo (Teste de Recuperacéo)

Pesaram-se, 25 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL. Foram
adicionados 20 mL de etanol absoluto e, aproximadamente, 20 mL de agua destilada, a
solucdo foi entdo submetida a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos. Completou-se o volume
com é&gua destilada, obtendo-se a concentracio de 500 ug mL™. Aliquotas de 1,0; 2,0 e 3,0
mL da solucdo da SQR foram transferidas para baldes volumétricos de 50 mL e a estes foram
acrescentados 2 mL das solugdes de ASE contidos nos comprimidos e capsulas, obtendo-se

concentracdes finais de 10, 20 e 30 pg mL™.
3.8.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada levando em consideracdo pequenas e deliberadas
modificacdes nas condi¢bes cromatograficas como: variacbes no pH da fase movel de 3,0
para 2,7 e 3,3; mudanca na propor¢do da fase mével variando £ 5 % a proporcéo da fase
organica; alteracdes no fluxo + 0,2 mL min™; mudanca da temperatura de analise para 30 °C ¢
utilizacdo de coluna de diferente fabricante com as mesmas dimensdes e especificacdes. O
preparo da SQR e das amostras foi realizado como descrito no item 3.8.3, alterando apenas o

parametro avaliado na robustez.
3.9 Resultados
3.9.1 Desenvolvimento do método

As Figuras 3.1 e 3.2 apresentam os cromatogramas das condigdes de andlise testadas.
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Figura 3.1 — Cromatogramas da solucdo SQR de CPF nas fases moveis testadas com 65 % de
ACN e 35 % de: a) acido o-fosférico 0,1 % (v/v) pH 5,0; b) &cido o-fosférico 0,1 % (v/v) pH
4,0; c) acido o-fosforico 0,1 % (v/v) pH 3,0; d) acido o-fosforico 0,1 % (v/v) pH 2,0; e) agua

purificada e f) metanol
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Figura 3.2 — Cromatogramas da solucdo SQR de CPF utilizando como fase movel ACN e
acido o-fosforico 0,1 % (v/v) pH 2,0 nas seguintes proporcdes: a) 80:20, b) 65:35 e c) 50:50
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Os resultados aproximados obtidos na anélise dos pardmetros de conformidade do
sistema, nas condi¢cbes experimentais escolhidas para andlise (Tabela 3.1), foram: pratos

tedricos (N = 6800), o fator de cauda ou assimetria do pico (T = 1,2) e repetibilidade de
injecdo (DPR = 0,36 %, n =5).

3.9.2 Validacdo do método

A Figura 3.3 apresenta 0s cromatogramas sobrepostos das solucdes de ASE de
comprimidos e capsulas e SQR de CPF, obtidos por CLAE.

Figura 3.3 — Cromatogramas sobrepostos da solucdo de SQR (a), ASE de comprimidos (b) e
ASE de céapsulas (c)
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A Tabela 3.2 apresenta a extensdo da degradacdo do CPF sob condicdes forcadas de
degradacédo e em condigdes regulares. As Figuras 3.4 a 3.7 apresentam 0s cromatogramas das

solucBes submetidas & degradacéo forcada, na concentragdo teérica de 20 pg mL™, obtidos
apos o periodo de degradagé&o.
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Tabela 3.2 — Resultados da estabilidade do CPF nos estudos de degradacdo forcada e em
condigdes regulares de analise

Condicao Tempo (horas) % degradacéao
Hidrolise acida (HCI 1 M) 4 60,47
Hidrdlise basica (NaOH 1 M) 70,87
Oxidacéo (H,0, 30 V) 3 60,14
Fotolise (254 nm) 1,5 55,64
2
6

Diluente (etanol:agua) N&o ocorreu degradacao

24

Figura 3.4 — Cromatograma da solucdo de matéria-prima de CPF em HCI 1 M, na
concentracdo tedrica de 20,0 pg mL™, apés 4 h em refluxo
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Figura 3.5 — Cromatograma da solucdo de matéria-prima de CPF em NaOH 1 M, na

concentracéo tedrica de 20,0 ug mL™, apés 7 h em refluxo
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Figura 3.6 — Cromatograma da solucdo de matéria-prima de CPF em

concentracdo tedrica de 20,0 pg mL™, apés 3 h em refluxo
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Figura 3.7 — Cromatograma da solucdo de matéria-prima de CPF em ACN, na concentracdo
te6rica de 20,0 ug mL™?, ap6s 90 minutos de exposicéo a luz UV 254 nm
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A Tabela 3.3 apresenta os valores experimentais obtidos na constru¢do da curva

padrdo do CPF e a Figura 3.8 refere-se a representacdo grafica correspondente.

Tabela 3.3 — Areas absolutas obtidas na determinag&o da curva padrdo do CPF

Areas absolutas

Concentracao o
1 Média DPR
(kg mL™) Curval Curva 2 Curva 3

10 457434 482441 479305 473060 2,88
15 716702 726925 717890 720506 0,78
20 961733 961529 969736 964333 0,49
25 1207384 1203541 1190325 1200420 0,75
30 1454128 1455358 1470009 1459832 0,61
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Figura 3.8 — Representacao gréfica da curva padrdo do CPF
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A Tabela 3.4 apresenta os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os valores
experimentais obtidos para a curva padréo.

Tabela 3.4 — ANOVA das éreas obtidas para a determinacdo da curva padrdo do CPF

Fontes de variagdo = GL Soma dos Quadrados Variancia F

Entre 4 1806163374606 451540843651,5 5687* (3,48)

- regresséo linear 1 1805836356485 1805836356485 22746* (4,96)

- desvio da linearidade 3 327018121,00 109006040,3333 1,4 (3,71)
Residuo 10 793917282,00 79391728,20000
Total 14 1806957291888

* Significativo para p < 0,05. Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F tabelado.

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos dos comprimidos e céapsulas de

CPF, referentes a precisdo do método, encontram-se nas Tabelas 3.5 e 3.6, respectivamente.
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Teor de CPF
Primeiro dia Segundo dia Diferente analista
Amostras
(g mL™) (%) (MgmLY) (%) (ugmLh) (%)

1 24,33 104,65 19,87 100,3 20,01 99,44
2 21,86 102,61 20,61 101,68 19,99 100,14
3 20,18 100,77 20,24 100,25 21,52 96,83
4 21,32 102,01 20,65 101,87 20,67 98,13
5 21,56 101,99 19,60 100,15 20,37 101,23
6 22,22 103,25 20,06 100,14 20,58 101,96
Média 21,91 102,55 20,17 100,73 20,52 99,62

DPR 1,28 0,81 1,92

Tabela 3.6 — Valores experimentais referentes a determinacdo de CPF em capsulas

Teor de CPF
Primeiro dia Segundo dia Diferente analista
Amostras
(mgmL™) (%)  (gmLY) (%)  (MgmLY) (%)

1 21,23 96,72 20,01 99,35 20,29 99,66
2 20,21 97,77 20,26 99,55 20,29 98,11
3 20,29 97,64 20,42 98,27 20,35 101,55
4 20,38 97,06 20,00 98,72 20,18 100,15
5 20,95 98,4 20,73 98,25 19,26 97,12
6 21,27 99,81 19,72 97,9 19,08 96,73
Média 20,72 97,90 20,19 98,67 19,91 98,89

DPR 1,12 0,67 1,90
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A Tabela 3.7 apresenta os DPR referentes aos trés dias de anélise.

Tabela 3.7 — Valores experimentais obtidos referentes a precisdo intermediaria na

determinacdo de CPF em comprimidos e capsulas por CLAE

Media dos teores (%0)

Comprimidos Capsulas
Primeiro dia 102,55 97,90
Segundo dia 100,73 98,67
Diferente analista 99,62 98,89
DPR 1,47 0,53

Os resultados obtidos no teste de recuperacdo de CPF estdo apresentados nas Tabelas
3.8e3.9.

Tabela 3.8 — Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado em ASE de

comprimidos de CPF

Quantidade de SQR (ug mL™)

Amostra __ % de Recuperagao
Adicionada Recuperada
10,08 10,22 101,39
10,08 10,34 102,58
10,08 10,14 100,59
20,15 20,17 100,10
ASE de
o 20,15 20,34 100,94
comprimidos
20,15 20,45 101,49
30,23 30,11 99,60
30,23 29,77 98,48
30,23 30,13 99,67
Média (%) 100,54

DPR 1,22
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Tabela 3.9 — Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado em ASE de cépsulas de

CPF

Quantidade de SQR (ug mL™)

Amostra __ % de Recuperagéo
Adicionada Recuperada
10,04 10,28 102,39
10,04 9,76 97,21
10,04 9,92 98,8
20,08 20,06 99,9
ASE de
) 20,08 20,15 100,35
capsulas
20,08 19,99 99,55
30,11 30,04 99,77
30,11 30,34 100,76
30,11 29,52 98,04
Média (%) 99,64
DPR 1,53

Os resultados obtidos na avaliacdo da robustez estdo apresentados na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 — Valores experimentais obtidos na analise da robustez do método realizado em

comprimidos e capsulas de CPF (n = 3)

Teor de CPF % + DPR

Condigdes analisadas Comprimidos Capsulas
Diferente fabricante de coluna 98,75 + 0,67 95,78 £ 0,58
Temperatura30°C 102,91 £ 2,28 96,87 £ 0,22
Fluxo 0,8 mL min™ 98,86 + 0,59 95,72 + 0,62
Fluxo 1,2 mL min™ 101,28 +1,12 97,76 £ 0,87
70 % ACN 99,16 + 0,38 95,43+ 0,83
60 % ACN 99,16 + 0,38 95,28 + 0,94
pH 2,7 99,26 + 0,31 95,43+ 0,83
pH 3,3 98,72 + 0,69 94,93+1,20

Sem modificacéo 99,70 96,57
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3.10 Discussao
3.10.1 Desenvolvimento

O desenvolvimento de um método por CLAE utiliza a combinacéo entre polaridade do
analito, fase estacionaria e fase movel para obtencdo de adequada separacdo em tempos
razoaveis. Assim, o procedimento foi otimizado para desenvolver um método indicativo de
estabilidade capaz de determinar o fa&rmaco na presenca de seus produtos de degradacdo. A
ACN e o metanol sdo solventes comumente utilizados em CLAE de fase reversa,
apresentando méaximos de absorcdo em comprimentos de onda relativamente baixos (190 e
205 nm, respectivamente). Estes solventes sdo misciveis com solu¢es aquosas, por isso a
cromatografia de fase reversa foi realizada com diversas misturas de solventes organicos e

aquosos (Figuras 3.1 e 3.2).

Durante a fase de desenvolvimento, a utilizacdo de ACN e metanol em diferentes
proporcdes na fase mével resultou num pico assimétrico com um elevado fator de cauda (T >
2) e um tempo de retencdo muito baixo (Figura 3.1 f). A mudanca de metanol por agua néao
melhorou a separacdo e o pico ainda ndo se apresentava bem resolvido em relacéo ao volume
morto (Figura 3.1 e). Para conseguir uma melhor separacéo, o pH da fase aquosa foi testado
na faixa de 2,0 a 5,0 (Figura 3.1 a, b, ¢ e d). Diferentes proporc6es de fase organica foram
analisadas (Figura 3.2). A proporcdo de ACN teve influéncia direta no tempo de retengdo do
CPF e verificou-se que a diminuicdo do pH da agua afetou positivamente os parametros de
conformidade do sistema, no entanto, fases moveis com pH abaixo de 3,0 podem provocar

diminuicdo no tempo de vida Util das colunas cromatograficas.

Finalmente, uma fase movel consistindo de uma mistura de &cido o-fosférico 0,1 %
(v/v) pH 3,0 (ajustado pela adicdo de trietilamina a 10 % v/v) e ACN (35:65, v/v) foi
escolhida por apresentar baixo fator de cauda, bom fator de capacidade, adequado tempo de
retencdo e capacidade de separar 0s produtos de degradacdo do CPF (Figuras 3.4 a 3.7). O
tempo de retencdo obtido em, aproximadamente, 6 minutos mostrou-se adequado para
analises de rotina em controle de qualidade. O comprimento de onda de 233 nm foi escolhido

por representar o comprimento de onda de maxima de absorc¢do (mAU) do farmaco.

A adequabilidade do sistema cromatografico foi realizada antes de cada etapa da
validacdo. O teste de adequabilidade do sistema é uma parte integrante do método analitico e
verifica a adequacéo e eficicia do sistema operacional. Também, foi realizado para avaliar a

confiabilidade e reprodutibilidade do sistema para a analise a ser realizada, utilizando-se cinco
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injecBes repetidas de uma solugdo da SQR de CPF, na concentraco de trabalho (20 pg mL™).
Os valores de pratos tedricos (N = 6800), fator de cauda ou assimetria do pico (T = 1,2) e
repetibilidade de injecdo (DPR = 0,36 %, n = 5) foram satisfatdrios de acordo com a literatura
(RIBANI et al., 2004). Os testes garantem que o0 método de CLAE gera resultados confiaveis.
Assim, estabeleceu-se que o sistema e processo de CLAE séo capazes de proporcionar dados

de qualidade aceitavel.
3.10.2 Validacdo do método

A sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo SQR e das solucdes de ASE de
comprimidos e cépsulas (Figura 3.3) demonstrou que ndo houve interferéncia dos excipientes
da formulacdo no tempo de retencéo atribuido ao CPF, no comprimento de onda de absorcao

méaxima (233 nm).

Os estudos de degradacdo forcada foram conduzidos para avaliar a capacidade
indicativa de estabilidade e a especificidade do método cromatogréfico proposto. As Figuras
3.4 até 3.7 apresentam 0s cromatogramas das solugdes matéria-prima, apos os periodos de
degradacdo. Constatou-se que em todas as condigdes testadas ocorreu uma reducdo na area do
pico do CPF e o aparecimento de picos adicionais referentes a produtos de degradacdo, porém
0 pico do farmaco permanece resolvido, apresentando resolugdo apropriada (R > 2) e
seletividade (a > 1), em relacdo aos produtos formados. As solucGes degradadas foram
analisadas em diferentes tempos e os resultados apresentados foram os que demonstraram a
melhor visualizacdo dos produtos de degradacdo formados. O perfil cromatografico manteve-
se constante apesar do maior tempo de exposi¢do, sem o0 surgimento de novos picos. Os
resultados obtidos nos estudos de degradacdo forcada mostram que o farmaco é sensivel a
hidrolise, oxidacao e fotdlise. Por conseguinte, a estabilidade de CPF em etanol anidro e agua
foi avaliada para verificar se qualquer degradacdo espontanea poderia ocorrer entre a
preparacdo e analise da amostra. Os dados obtidos (apresentados na Tabela 3.2)
demonstraram que as solugcfes permaneceram estaveis durante, pelo menos 24 horas, quando

armazenadas a temperatura ambiente (Farmacopeia Brasileira 5° Edi¢éo, 2010).

A RE 899 (BRASIL, 2003a) sugere o teste de pureza do pico para assegurar que o
sinal cromatogréafico pertence a um Unico componente. Assim, o pico do CPF foi avaliado em
todas as condi¢cOes de degradacdo quanto a pureza com auxilio do software do equipamento,
sendo que este permaneceu puro nas condicdes testadas sugerindo que os produtos formados

ndo co-eluiram com o farmaco. O método possui a capacidade de determinar o CPF na
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presenca de produtos de degradacdo obtidos por degradacdo forgada (condi¢Bes &cidas,
alcalinas, oxidativas e fotoliticas), sugerindo capacidade indicativa de estabilidade, ou seja,
pode ser aplicado para verificacdo e monitoramento da estabilidade do farmaco nas formas

farmacéuticas em estudo.

A linearidade foi avaliada através da construcdo da curva padrdo, na faixa de 10 a 30
ng mL™. A equacdo da reta, obtida através da regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados, foi y = 49069x — 17753 e o valor do coeficiente de correlacdo de r = 0,9999
indicaram a existéncia de relacdo linear entre as areas obtidas e a concentracdo da SQR de
CPF. Os resultados da ANOVA (Tabela 3.4) demonstraram regressao linear significativa, sem
desvio significativo da linearidade, para um nivel de significancia de 5 %, confirmando a

linearidade do método proposto.

A precisdo foi avaliada através da repetibilidade e da precisdo intermediaria,
analisando seis amostras por dia, em trés dias diferentes. Como pode ser observado nas
Tabelas 3.5 e 3.6, os DPR foram inferiores a 2 % para comprimidos e capsulas, demonstrando
a repetibilidade do método. Os resultados da precisdo intermediaria foram de 1,5 e 0,5 % para
comprimidos e capsulas, respectivamente, e estdo demonstrados na Tabela 3.7. Em todos os

casos, o DPR foi inferior a 1,9 %, caracterizando elevada precisdo do método analitico.

As porcentagens médias obtidas no teste de recuperacdo (Tabelas 3.8 e 3.9) foram de
100,54 % (DPR = 1,15 %) e 99,64 % (DPR = 1,44 %) para comprimidos e capsulas,

respectivamente, demonstrando boa exatiddo do método proposto.

Pequenas modificacGes nas condi¢cdes de analise foram testadas a fim de avaliar a
robustez do método. Em alguns casos houve alteracdo do tempo de retengdo e na intensidade
do sinal analitico da SQR e das amostras, porém a quantificacdo do farmaco apresentou teores
similares (DPR < 2 %) em todas as condicdes analisadas (Tabela 3.10), demonstrando que tais

modifica¢fes ndo apresentaram efeitos importantes na analise.

Considerando os resultados dos parametros analiticos avaliados, concluiu-se que o
método por CLAE foi adequado para determinacdo quantitativa de CPF em comprimidos e
capsulas. Além disso, 0 método apresenta uma reducdo na utilizagdo de solventes organicos,
quando comparado com os métodos de Jain (2012) que utiliza grandes volumes de metanol.
Também, apresenta-se mais simples na compara¢do com o metodo da Farmacopeia Britanica
para analise da matéria-prima, que utiliza ACN e solucdo tampdo como fase mdvel em eluicdo

gradiente, uma vez que a utilizacdo de sais de potéssio dissolvidos na fase modvel pode
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acarretar a precipitacdo dos mesmos ocasionando danos no sistema e diminuindo a vida util

da coluna cromatogréfica.
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4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO DE DISSOLUCAO
PARA COMPRIMIDOS DE CIPROFIBRATO

4.1  Introducdo

As formas farmacéuticas sélidas administradas por via oral sdo amplamente prescritas
na pratica médica, e para que o fArmaco possa ser absorvido a partir das mesmas é necessario
que este se dissolva sob condigdes fisiologicas e seja permeavel através do trato gastrintestinal
(AZEVEDO, 2007; BRASIL, 2003b).

O ensaio de dissolucdo € um requisito fundamental para assegurar a qualidade das
formas farmacéuticas solidas de uso oral, sendo utilizado para garantir a qualidade lote-a-lote,
orientar o desenvolvimento de novas formulagdes e assegurar a uniformidade da qualidade e
do desempenho do medicamento. Permite, também, a otimizacdo das formulacbes na fase de
desenvolvimento, estudos de estabilidade, monitoramento dos processos de fabricacdo, bem

como o estabelecimento de correlagdes in vivo/in vitro (AZEVEDO, 2007).

Quando o teste de dissolucdo ndo esta definido na monografia da forma farmacéutica,
ou se a monografia ndo esta disponivel, existe a necessidade de se desenvolver ensaios de
dissolucdo que possam prever 0 comportamento in vivo dos farmacos, sendo recomendada a
avaliacdo de perfis de dissolucdo (porcentagem de farmaco dissolvido versus tempo) em
diferentes meios de dissolucdo. A selecdo das condicGes de ensaio deve objetivar o alcance do
méaximo poder discriminatorio, que possibilite a detec¢do de eventuais desvios nos padroes de
qualidade. O perfil de liberacdo também deve ser avaliado, pois a dissolu¢cdo muito rapida ndo
demonstra poder discriminativo, e para farmacos de liberacdo imediata, um tempo de analise
de até 45 ou 60 minutos é recomendado, entdo quando a dissolucdo é muito lenta, alteracdes
no tipo de aparelhagem, velocidade de rotacdo e meio de dissolucdo podem ser realizadas
(AZEVEDO, 2007; CAZEDEY, 2012).

A selec@o do meio de dissolucdo e do volume utilizado deve levar em consideracao a
solubilidade e a faixa de dosagem do farmaco para evitar que a proximidade da saturacdo
influencie na velocidade da dissolu¢do. Os meios de dissolucdo tipicamente utilizados séo:
acido cloridrico (entre 0,1 e 0,001 M), tampdo acetato 0,05 M (pH entre 4,1 e 5,5), tampéo
fosfato 0,05 M (pH entre 5,8 e 8,0), &gua purificada e fluidos gastrico e intestinal simulados.
Para aumentar a solubilidade de farmacos pouco solUveis, uma porcentagem de agente
tensoativo, como polissorbatos e lauril sulfato de sodio pode ser adicionada ao meio de

dissolucdo. Segundo recomendacdo do Food and Drug Administration (FDA), concentragoes
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de até 5 % (p/v) de tensoativos podem ser utilizadas no meio de dissolugcdo (AZEVEDO,
2007; FDA, 1997; USP 35, 2012). A escolha do meio ideal para ensaios de rotina deve estar
relacionada com a capacidade discriminativa, estabilidade do farmaco no meio e, quando

possivel, com a relevancia do desempenho in vivo/in vitro (USP 35, 2012).

Os aparelhos rotineiramente utilizados para comprimidos e capsulas sdo pés e cestas,
respectivamente, com velocidade de rotagéo variando de 50 a 100 rpm e volume de meio de
dissolucdo de 500 mL até 1000 mL, sendo 900 mL o mais utilizado. O volume pode ser
aumentado para 2 ou 4 litros, quando a concentracao e/ou as condi¢6es sink do principio ativo
justifiqguem a alteracéo (USP 35, 2012).

O local de coleta das aliquotas deve estar em conformidade com as especificacdes dos
compéndios oficiais (FB 5, 2010; USP 35, 2012). A filtracdo das amostras é uma etapa
importante nos testes de dissolucéo e deve ser avaliada durante o desenvolvimento do método,
pois esta previne que particulas do farmaco e/ou adjuvantes ndo dissolvidos sejam transferidas
junto com a amostra e se dissolvam posteriormente distorcendo os resultados do teste
(CAZEDEY, 2012).

A espectrofotometria na regido do UV e a CLAE sdo técnicas bastante utilizadas na
analise das amostras do ensaio de dissolucdo. As determinagdes espectrofotométricas sao
mais comumente utilizadas, devido a rapidez, simplicidade e menor consumo de solventes,
em comparacdo com os métodos cromatograficos, o que diminui o valor da andlise e a
formacédo de residuos (CAZEDEY, 2012).

A validacdo de métodos analiticos utilizados para determinacdo de caracteristicas de
desempenho, como a dissolucdo, deve incluir a avaliacdo da linearidade, precisao e exatid&o,

especificidade e estabilidade do farmaco no meio de dissolucdo (USP 35, 2012).
4.2  Substancia quimica de referéncia (SQR)

Utilizou-se a mesma SQR descrita no item 3.2.
4.3  Produtos farmacéuticos

e Comprimidos na concentracdo de 100 mg de CPF, com o nome comercial de
Oroxadin®, fabricado pela Sanofi-Aventis.

Excipientes: amido, celulose microcristalina, didxido de silicio, hipromelose, lactose

monoidratada, laurilsulfato de sodio, éleo vegetal hidrogenado e agua purificada.
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4.4 Solventes e reagentes

e Acido acético glacial - Vetec®

e Acido cloridrico — Quimica Moderna®

e Agua destilada

e  Etanol - Quemis®

e Fosfato de potassio monobésico — Quimica Moderna®

e  Hidroxido de sodio - Dindmica®

e Lauril sulfato de sédio - Synth®
4.5  Equipamentos e acessorios

o Balanca analitica Shimadzu®ay 220

e Centrifuga Logen®

e Cubetas de quartzo

e Dissolutor Varian® VK 7000, com monitor VK 750D

e  Espectrofotdmetro UV/VIS lambda 35 da Perkin Elmer®

e Lavadora ultra-sdnica Unique®

o Papel de filtro quantitativo faixa preta (Quanty®-JP41)

e Potencidmetro Hanna® pH 21

e Termdmetro Quimico para laboratério HG®
4.6  Desenvolvimento do método para o teste de dissolucao

Com a finalidade de desenvolver um método com melhor poder discriminatério para
determinacédo da liberacdo de CPF em comprimidos, diversas condi¢des de dissolu¢do foram

testadas, variando-se a velocidade de agitacéo e o meio utilizado.

O volume dos meios de dissolucdo utilizados foi de 900 mL. Os meios foram
previamente desaerados em ultrassom, por 20 minutos, e mantidos a temperatura de 37 °C %
0,5 °C. Foi utilizado somente o aparato 2 (pas), por ser este 0 mais indicado para a avaliacdo

de comprimidos. A velocidade de agitacdo foi selecionada de acordo com faixa recomendada

para pas de 50 e 75 rpm (USP 35, 2012). Para o desenvolvimento do ensaio de dissolugéo
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foram realizados testes iniciais em trés comprimidos. As condigdes testadas estdo

apresentadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Condicdes testadas no desenvolvimento do teste de dissolugédo de comprimidos
contendo CPF

Condicao Meio Velocidade de agitacdo ~ Volume do meio
| Tampéao Acetato pH 4,0 50 rpm 900 mL
I Tampao Fosfato pH 5,8 50 rpm 900 mL
i Tampéo Fosfato pH 6,0 50 rpm 900 mL
v Tampéo Fosfato pH 6,5 50 rpm 900 mL
\ Tampéo Fosfato pH 6,8 50 rpm 900 mL

VI Tampéo Fosfato pH 7,4 50 rpm 900 mL
VI HCI1 0,01 M + LSS 0,5 % 50 rpm 900 mL
VI HCI 0,01 M + LSS 0,5 % 50 rpm 1000 mL
IX HCI 0,01 M + LSS 0,75 % 50 rpm 900 mL
X HCI 0,01 M + LSS 1 % 50 rpm 900 mL
XI HCI 0,01 M + LSS 1 % 75 rpm 900 mL
XIl HCI0,1 M + LSS 0,5 % 50 rpm 900 mL
X1 LSS 0,025 M 50 rpm 900 mL

* Meio utilizado na consulta publica da Farmacopeia Britanica.

Nos intervalos de 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos foram retiradas, manualmente,
aliquotas de 5 mL do meio de dissolugdo, efetuando-se a reposicdo do mesmo volume de
meio, a 37 °C £ 0,5 °C. As aliquotas foram filtradas em papel de filtro quantitativo faixa
preta, em seguida, 2 mL do filtrado foram transferidos para baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com o meio, de modo a obter solugdo na concentracdo de 22,22 ug
mL™. A porcentagem dissolvida do farmaco foi determinada por espectrofotometria na regi&o

do UV.

Nos célculos da porcentagem dissolvida levou-se em consideragéo o teor do farmaco,
as concentracfes nas aliquotas retiradas e as devidas correcBes relacionadas as aliquotas

retiradas de farmaco e reposi¢des do meio em cada tempo.
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4.7  Validagdo do método de analise

A validacdo do ensaio de dissolucéo incluiu a avaliagdo da especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo e robustez (PAIM, 2010; USP 35, 2012).

4.7.1 Condicdes sink

A solubilidade do farmaco deve ser considerada na escolha do meio de dissolug&o.
Para avaliar as condigdes sink a solubilidade do CPF no meio de dissolugdo HCI 0,01 M +
LSS 1 % foi determinada. Foram preparadas solucdes da SQR de CPF em concentragdes
crescentes até o maximo de cinco vezes a concentragdo méaxima atingida na cuba de

dissolucdo. As solugdes foram analisadas por CLAE.
4.7.2 Avaliacdo da influéncia do filtro

A fim de eliminar interferentes como excipientes insollveis e particulas néo
dissolvidas, a filtracdo do meio é uma etapa necessaria antes da quantificacdo. A avaliacdo da
influéncia do filtro é necessaria para determinar se este poderia ser usado no ensaio de
dissolugdo sem adsorcdo do farmaco e se este remove excipientes insollveis que poderiam
causar interferéncias e turbidez (CAZEDEY, 2012). Com este intuito, foram preparadas
solucdes da SQR e da amostra dos comprimidos, nas mesmas condi¢cbes do método de
dissolugdo desenvolvido, comparando a concentracdo antes e apos a filtragdo, empregando
para quantificacdo a espectrofotometria na regido do UV, em 229 nm. As analises foram

realizadas em triplicata.
e Preparacdo da solucdo da SQR de CPF

Pesou-se 0 equivalente a 11,11 mg da SQR de CPF e transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionou-se 0 meio de dissolucdo e a solucdo foi mantida em
ultrassom, por 15 minutos. O volume foi completado com o meio de dissolugdo e
homogeneizado (Solucdo A). Transferiu-se aliquota de 2 mL dessa solucdo para baldo
volumetrico de 10 mL e completou-se o volume com o meio, obtendo-se uma solugdo com
concentragio de 22,22 ug mL™ de CPF. A leitura da absorvancia dessa solugdo, em 229 nm,

foi utilizada como referéncia (sem filtracédo).

Para determinar a interferéncia dos filtros utilizados, a Solugcdo A foi filtrada em
papel de filtro quantitativo faixa preta, diluida no meio de dissolugdo a 22,22 ug mL™ de CPF
(solucao filtrada). Realizou-se nova leitura da absorvancia dessa solu¢do e comparou-se o

resultado com o obtido com a leitura da solugéo sem filtracéo.
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e Preparacdo da solucdo amostra

Pesou-se, 0 equivalente a 11,11 mg de CPF, a partir do peso médio dos comprimidos,
e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio do meio de dissolugdo. A
solucdo foi mantida em ultrassom, por 15 minutos, o volume foi ajustado com o mesmo
solvente e homogeneizado (Solucdo A). Centrifugou-se a 3000 rpm por 10 minutos,
transferiu-se uma aliquota de 2 mL dessa solugdo para baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se 0 volume com o meio de dissolucdo, de modo a obter uma solucdo com
concentracdo de 22,22 pg mL™ de CPF. A leitura da absorvancia dessa soluc&o, em 229 nm,

foi utilizada como referéncia (sem filtracdo).

Para a verificagdo da interferéncia do filtro utilizado, a Solu¢do A foi filtrada
papel de filtro quantitativo faixa preta, posteriormente diluida no meio de dissolucao a 22,22
ng mL™* de CPF, realizou-se a leitura da absorvancia, em 229 nm, e comparou-se 0 resultado

com o obtido com a leitura da solucéo sem filtracéo.
4.7.3 Avaliacdo da estabilidade de solucBes de SQR e amostras no meio de dissolucéo

Foram preparadas solugbes da SQR de CPF e da amostra dos comprimidos nas
mesmas condi¢des do método de dissolugdo, comparando as absorbancias obtidas das
solugcdes mantidas a temperatura de 37,0 °C £ 0,5 °C, por 2 horas, e a temperatura ambiente,
por 24 horas, com a mesma solucao obtida no tempo zero. A determinacdo da estabilidade foi
realizada empregando a espectrofotometria na regido do UV, em 229 nm. As analises foram
realizadas em triplicata.

e Preparacdo da solucdo da SQR de CPF

Pesou-se 0 equivalente a 11,11 mg da SQR de CPF e transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionou-se 0 meio de dissolucdo e a solucdo foi mantida em
ultrassom, por 15 minutos. O volume foi completado com o meio de dissolugdo e
homogeneizado (Solugdo A). Transferiu-se aliquota de 2 mL dessa solucdo para baldo
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o meio, obtendo-se solugcdo com
concentragio de 22,22 ug mL™ de CPF (Solucdo B). A leitura da absorvancia dessa solugéo,

em 229 nm, foi utilizada como tempo zero no estudo da estabilidade.

Para verificar a estabilidade da Solucdo A, estocou-se, ao abrigo da luz, uma aliquota
de 10 mL dessa solucéo, a 37,0 °C £ 0,5 °C, durante 2 horas. Posteriormente, realizou-se uma
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diluicdo no meio de dissolucdo, de modo a obter uma solu¢do com concentragao de 22,22 ug

mL™,

A estabilidade da Solucdo B foi verificada apds 24 horas de preparo. A solucdo foi

mantida em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
e Preparacdo da solucdo amostra

Pesou-se 0 equivalente a 11,11 mg de CPF, a partir do peso médio dos comprimidos, e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio do meio de dissolucéo. A solucdo
foi mantida em ultrassom por 15 minutos, o volume foi completo com o mesmo solvente e
homogeneizado (Solucdo A). Essa solucdo foi filtrada em papel de filtro quantitativo faixa
preta e uma aliquota de 2 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com o meio de dissolu¢do, de modo a obter uma solu¢do com concentracdo de
22,22 ug mL™* de CPF (Solugdo B). A leitura da absorvancia dessa solugdo, em 229 nm, foi

utilizada como tempo zero no estudo da estabilidade.

Para verificar a estabilidade da Solucdo A, estocou-se, ao abrigo da luz, uma aliquota
de 10 mL dessa solugéo, a 37,0 °C £ 0,5 °C, durante 2 horas. Posteriormente, esta solucdo foi
filtrada e diluida no meio, de modo a obter uma solug&o com concentracéo de 22,22 ug mL™.

A estabilidade da Solucdo B foi verificada apds 24 horas da preparacdo. A solucao foi

mantida em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
4.7.4 Especificidade

Transferiu-se 0 equivalente a 10 mg da mistura dos excipientes, para um baléo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com o meio de dissolucdo selecionado. A
mistura foi homogeneizada, filtrada, utilizando papel de filtro quantitativo faixa preta, e
diluida no meio de dissolucdo a concentracdo tedrica de 22,22 pg mL™ e analisada por
espectrofotometria na regido do UV. As amostras foram preparadas em triplicata.

475 Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada através da construcdo de trés curvas

padréo, preparadas em um mesmo dia, contendo sete concentragcdes do CPF SQR.

Pesou-se analiticamente 10 mg da SQR de CPF e transferiu-se para baldo volumétrico
de 100 mL. Completou-se o volume com HCI 0,01 M + LSS 1 %, de modo a obter solucdo na

concentracdo de 100 ug mL™. A partir desta foram preparadas solucdes, diluidas em &cido
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cloridrico 0,01 M + LSS 1 %, nas concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 ug mL? (Tabela
4.2).

Tabela 4.2 — Preparo da curva padréo para avaliacdo da linearidade do método analitico, por
espectrofotometria na regido do UV, para o método de dissolucdo dos comprimidos de CPF

Volume da solucdo  Baldo volumétrico  Concentracéo final

Amostra
estoque (mL) (mL) (ng mL™Y)
1 1,0 100 1,0
2 0,5 10 50
3 1,0 10 10,0
4 1,5 10 15,0
5 2,0 10 20,0
6 2,5 10 25,0
7 3,0 10 30,0

Com os valores das absorvancias, em funcdo da concentragdo de CPF, foram
calculados a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo. Os resultados foram submetidos a

analise estatistica de variancia (ANOVA).
4.7.6 Preciséo

Para andlise da precisdo do método de dissolucdo foram utilizados os valores da
concentrac&o obtidos no perfil de dissoluc&o do medicamento referéncia Oroxadin® no tempo
de 60 minutos. Foram calculados os porcentuais médios de farmaco dissovido e os valores de
DPR.

4.7.7 Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada atraves do percentual de recuperacdo de uma

guantidade conhecida da SQR adicionada a ASE dos comprimidos.

Pesou-se, 11,11 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL. Foi
adicionado um volume do meio de dissolucéo e a solucdo foi entdo submetida a agitacdo em
ultrassom, por 10 minutos. Completou-se 0 volume com o meio, obtendo-se a concentragdo
de 111,10 ug mL™. Aliquotas de 2,0 e 2,5 mL da solucdo da SQR foram transferidas para

baldes volumétricos de 10 mL e 2 mL para baldo volumétrico de 100 mL e a estes foram
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acrescentados aliquotas das solucbes de ASE contidos nos comprimidos, obtendo-se
concentragdes finais de 100, 125 e 10 %, respectivamente. As soluc¢des foram entdo filtradas
em papel de filtro quantitativo faixa preta e analisadas por espectrofotometria na regido do

UV. Preparou-se, simultaneamente, solucdes de CPF SQR na concentragio de 20 ug mL™.
4.7.8 Robustez

A robustez do método foi avaliada levando em consideracdo pequenas modificagdes
na concentracdo de LSS utilizada no meio de dissolucéo, foram analisados o0s porcentuais de
dissolucdo dos comprimidos apds 1 hora de anélise, utilizando como meio de dissolucdo HCI

0,01 M com adicdo de LSS nas concentragdes de 0,9; 1,0 (condicdo normal) e 1,1 %.
4.8  Comparacao do perfil de dissolucdo de produtos comerciais

A equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos se relaciona a comprovacao de
gue ambos contém o mesmo farmaco, na mesma dosagem e forma farmacéutica, o que pode
ser avaliado por meio de testes in vitro. Para comparacao de produtos de diferentes fabricantes
ou quando ocorre uma modificacdo consideravel na formulacdo recomenda-se a comparagao
dos perfis de dissolucdo, obtidos em condicdes idénticas, entre um produto referéncia e um
produto teste, ou entre a formulacao alterada e a original (BRASIL, 2010, BRASIL, 2003d).

Varios sdo 0s métodos para se comparar os perfis de dissolucdo, tais como, métodos
de ANOVA, modelo-dependente (modelo de primeira ordem, modelo de Weibull, entre

outros) e modelo-independente simples (&rea sob a curva/AUC e fator semelhanca, f2).

A eficiéncia de dissolucdo (ED %), sugerida inicialmente por Khan (1975), pode ser
definida como a éarea sob a curva de dissolucdo até um tempo t, expressa como porcentagem
da area do retdngulo que corresponderia a 100 % de dissolugdo no mesmo tempo
(AZEVEDO, 2007).

4.8.1 Produtos farmacéuticos

e Comprimidos na concentracdo de 100 mg de CPF, com o nome comercial de

Oroxadin®, fabricado pela Sanofi-Aventis (Produto A / Referéncia).

Excipientes: amido, celulose microcristalina, didxido de silicio, hipromelose, lactose

monoidratada, laurilsulfato de sodio, 6leo vegetal hidrogenado e &4gua purificada.

e Comprimidos na concentracéo de 100 mg de CPF, com o nome comercial de Cibrato®,

fabricado pela Mantecorp (Produto B / Similar).
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Excipientes: amido, celulose microcristalina, dioxido de silicio, hipromelose, lactose

monoidratada, laurilsulfato de sodio, 6leo vegetal hidrogenado e gua purificada.

e Comprimidos na concentracdo de 100 mg de CPF, com o nome comercial de

Ciprofibrato Genérico, fabricado pela Neo Quimica (Produto C / Genérico).

Excipientes: amido, celulose microcristalina, hipromelose, croscarmelose sddica, lactose,

laurilsulfato de sddio, 6leo vegetal hidrogenado.
4.8.2 Metodologia empregada

A avaliacdo do perfil de dissolucdo foi realizada utilizando doze unidades de
comprimidos, de cada fabricante, na Condigdo X (descrita na Tabela 4.1). Aliquotas de 5 mL
foram retiradas nos intervalos de 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos, repondo-se 0 mesmo volume
com o meio a 37 °C = 0,5 °C e filtradas em filtro quantitativo faixa preta. Aliquotas de 2 mL
dessa solucBes foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL e o volume foi ajustado
com o meio de dissolucdo. A leitura das amostras foi realizada por espectrofotometria na
regido do UV, em 229 nm.

Para a comparacao dos perfis foram determinadas as areas sob a curva da porcentagem
de dissolucdo de CPF versus tempo atraves do programa Microsoft Excel, individualmente,
para as doze unidades de comprimidos de cada fabricante (referéncia, similar e genérico). A
eficiéncia de dissolucdo foi entdo calculada e os resultados foram comparados por ANOVA e

pelo teste de Tukey.
49  Resultados
4.9.1 Desenvolvimento do método de dissolucao

Os perfis de dissolugéo obtidos nas condi¢fes | a V1 (descritas na Tabela 4.1) estdo

apresentados na Figura 4.1.
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Figura 4.1 — Perfis de dissolu¢do de comprimidos de CPF nos meios: a) tampé&o acetato pH
4,0; b) tampao fosfato pH 5,8; ¢) tampéo fosfato pH 6,0; d) tampé&o fosfato pH 6,5; e) tampéo
fosfato pH 6,8 e f) tampdo fosfato pH 7,4
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A Figura 4.2 apresenta os perfis de dissolucéo obtidos nas condi¢des VI até XIllII
(descritas na Tabela 4.1).

Figura 4.2 — Perfis de dissolu¢do de comprimidos de CPF nos meios: a) HCI 0,01 M + LSS
0,5 % (900 mL de meio), b) HCI 0,01 M + LSS 0,5 % (1000 mL de meio); ¢c) HCI 0,01 M +
LSS 0,75 %; d) HCI 0,01 M + LSS 1 % (50 rpm); €) HCI 0,01 M + LSS 1 % (75 rpm); f) HCI
0,1M+LSS0,5%eqg)LSS 0,025 M
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A Tabela 4.3 apresenta as condigdes experimentais estabelecidas para a analise da

dissolucdo do CPF.
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Tabela 4.3 — Parametros estabelecidos para o ensaio de dissolucao

Caracteristicas Descricdo
Meio HCI 0,001 M+ LSS 1%
Volume do meio 900 mL
Aparelho Pa
Velocidade de rotagéo 50 rpm
Tempo de coleta 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos
Temperatura do banho 375°C

4.9.2 Validagdo do ensaio de dissolucao

O CPF apresentou-se soltvel até, pelo menos, cinco vezes a concentra¢cdo maxima

obtida na cuba de dissolucéo.

Os resultados referentes a influéncia dos filtros estdo descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Resultados referentes a determinacdo da influéncia dos filtros na determinacéo
das solugdes de SQR e amostras dos comprimidos de CPF em HCI 0,01 M + LSS 1 % (n = 3)

Teor em % + DPR

Condigao SQR Comprimidos
Sem filtracdo - 100,00 + 0,24
Filtrada 99,60 £ 0,75 99,63 + 0,55

Os resultados referentes a estabilidade das solugdes da SQR de CPF e da solugéo

amostra dos comprimidos estdo descritos na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — Valores experimentais obtidos na determinacdo da estabilidade das solucdes de
SQR e amostras dos comprimidos de CPF em HCI 0,01 M + LSS 1 % (n = 3)

Teor em % + DPR

Condicao SQR Comprimidos
Recém preparada - 100,03 £ 0,21
2 horas,a37,0+0,5°C 99,52 +0,89 99,47 £0,70
24 horas, a temperatura ambiente 99,68 + 0,38 100,59 £ 0,16

A sobreposicdo dos espectros de absorcdo na regido do UV das solucGes de CPF SQR
e ASE no meio de dissolucdo HCI 0,01 M + LSS 1 %, na faixa de 200 a 400 nm, esta

apresentada na Figura 4.3.

Figura 4.3 — Sobreposicdo dos espectros de absorcéo na regido do UV das solucgdes: a) CPF
SQR e b) ASE, no meio de dissolugdo HCI 0,01 M + LSS 1 %
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Os valores experimentais obtidos na construcdo da curva padrdo do CPF SQR no meio
de dissolucdo, em 229 nm, estdo apresentados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6 — Valores de absorvancia obtidos na determinacdo da curva padrédo do CPF SQR

Concentrago Absorvancia -
1 Média DPR
(Mg mL™) Curval  Curva2  Curva3

1,0 0,045 0,048 0,049 0,047 4,40
5,0 0,227 0,224 0,233 0,228 2,01
10,0 0,453 0,454 0,442 0,450 1,48
15,0 0,675 0,658 0,663 0,665 1,31
20,0 0,886 0,882 0,898 0,889 0,94
25,0 1,121 1,106 1,099 1,109 1,01
30,0 1,313 1,310 1,313 1,312 0,13

A partir das areas obtidas foram calculados a equacdo da reta e o coeficiente de

correlacdo (r), descritos na Figura 4.4.

Figura 4.4 — Representacao grafica da curva padrdo do CPF
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A Tabela 4.7 apresenta os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os valores

experimentais obtidos para a curva padréo.
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Tabela 4.7 — ANOVA das absorvancias obtidas para a determinacéo da curva padrédo do CPF
SQR

Fontes de variagao GL Soma dos Quadrados Variancia F
Entre 6 3,8521 0,6420  13039,10" (2,85)
- regressao linear 1 3,8516 3,8516 78223,17" (4,6)
- desvio da linearidade 5 0,0006 0,0001 2,28 (2,96)
Residuo 14 0,0007 0,000
Total 20 3,8528

* Significativo para p < 0,05. Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F tabelado.

Os valores experimentais obtidos na determinacdo da porcentagem dissolvida de CPF,
em comprimidos, referentes a precisdo do método de dissolucdo encontram-se na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Valores experimentais referentes a determinacdo da porcentagem dissolvida de

CPF em comprimidos

%o dissolvida de CPF

Amostras
Primeiro dia Segundo dia
1 97,94 97,16
2 96,67 93,35
3 96,08 97,47
4 95,68 89,36
5 94,90 91,87
6 88,60 97,18
Media 94,98 94,40

DPR 3,46 3,60
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A Tabela 4.9 apresenta os resultados referentes ao teste de recuperagdo realizado
através do método de adicdo de padréo.

Tabela 4.9 — Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado em ASE de
comprimidos de CPF

Quantidade de SQR (ug mL™)

% de Recuperacao

Adicionada Recuperada

2,27 102,71
2,21 2,21 100,00
2,23 100,90
22,74 102,76
22,13 22,47 101,54
22,52 101,76

27,38 98,99
217,66 27,70 100,14
27,73 100,25
Média (%) 101,01

DPR 1,27

A Tabela 4.10 apresenta os resultados referentes a robustez do método.

Tabela 4.10 — Valores experimentais obtidos na analise da robustez do método de dissolugdo

Condigdes analisadas Teor médio em % + DPR
0,9 % de LSS 99,45 + 1,69
1,1 % de LSS 98,97 +1,42

Sem modificagdo 97,36 £ 1,95




4.9.3 Comparacéo dos perfis de dissolucéo

60

Os resultados dos perfis de dissolucéo in vitro dos comprimidos de CPF de diferentes

fabricantes encontram-se na Figura 4.5.

Figura 4.5 — Representacdo grafica das porcentagens dissolvidas dos comprimidos de CPF,

empregando aparato pas, 50 rpm, em meio HCI 0,01 M + LSS 1 % a 37 °C + 0,5 °C avaliados

por espectrofotometria na regido do UV (n = 12)
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A Tabela 4.11 apresenta os valores de eficiéncia de dissolucdo dos perfis realizados,

com analise estatistica comparativa por ANOVA e a Tabela 4.12 o teste de Tukey.
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Tabela 4.11 — Valores de eficiéncia de dissolugéo (%), DPR e ANOVA de comprimidos de
CPF

Amostra Referéncia Similar Genérico
1 81,8 83,47 24,18
2 79,63 88,13 22,09
3 85,21 86,74 20,12
4 86,49 82,13 24,53
5 86,4 86,03 23,02
6 81,86 84,51 24,48
7 86,75 85,5 23,96
8 84,49 85,37 22,85
9 85,1 85,87 25,74
10 72,01 83,49 24,67
11 75,47 87,81 24,59
12 82,6 84,59 24,82
Média 82,32 85,30 23,75
DPR 5,62 2,09 6,38
F calculado F tabelado
ANOVA -
1612,19 3,275

* Significativo para p < 0,05.

Tabela 4.12 — Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo encontrados

para os comprimidos de CPF

Produtos Meédia (X) X —23,75 X -82,32
Similar 85,30 61,55 2,99"
Referéncia 82,32 58,56 "
Genérico 23,75

* Significativo para p < 0,05 (Q tabelado 2,88)
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4.10 Discussao

A avaliagdo da qualidade dos medicamentos é fundamental para garantir a qualidade
dos produtos liberados para comercializagdo, dentre os ensaios que se aplicam as formas
farmacéuticas sélidas, a dissolucdo é o de maior importancia na avaliacdo da capacidade da

forma farmacéutica liberar seu principio ativo (BRUM, 2012).

O CPF ndo possui monografia farmacopeica oficial para anélise de formas
farmacéuticas. No entanto, a Farmacopeia Britanica publicou consulta publica de um teste de
dissolucdo utilizando 900 mL de meio tampédo fosfato pH 6,5 a 37 °C, aparato 2 com
velocidade de rotacdo de 50 rpm, aliquota de 10 mL retirada ap6s 45 minutos de analise, e
analise por espectrofotometria na regido do UV 230 nm.

Durante o desenvolvimento deste trabalho o meio de dissolucdo indicado na
Farmacopeia Britanica foi testado, bem como meios com valores de pH préximos a este,
porém, por apresentarem uma dissolucdo muito répida do farmaco (mais de 70 %, em 5
minutos) outros meios que pudessem apresentar um carater mais discriminativo foram

testados.

Os perfis de dissolucdo obtidos com as solugbes tampdo acetato e fosfato (Figura 4.1)
apresentaram velocidade de dissolucdo réapida, assim outros meios foram testados utilizando
HCI com a adi¢do de LSS a fim de desenvolver um método mais discriminativo. A utilizagdo
de HCI com adicdo de LSS (Figura 4.2) apresentou velocidade de dissolucdo mais lenta,
guando comparada as solugdes com tampdo acetato e fosfato, devido a baixa solubilidade do
CPF em meios é&cidos, sendo esta auxiliada pela acdo do tensoativo no aumento da
molhabilidade. Os resultados da determinacdo dos perfis de dissolucdo realizados em
diferentes concentracdes de LSS demonstraram a existéncia de uma relacdo de
proporcionalidade entre o aumento da solubilidade e o aumento da concentracdo de
tensoativo. Com base nestes resultados, as condicBes otimizadas para a analise de
comprimidos, demonstradas na Tabela 4.3, foram: 900 mL de HCI 0,01 M + LSS 1 %, pés e
rotacdo de 50 rpm (condigé@o X da Tabela 4.1).

A utilizacdo de solugdo de HCI com adicdo de LSS 1 % apresentou o perfil com a
maior poder discriminativo entre 0s meios testados, pois alcangcou uma velocidade de
dissolucdo lenta, o que possibilita detectar desvios de fabricacdo, garantir reprodutibilidade

lote a lote e a comparacéo de perfis de dissolucao de formulagdes diferentes.
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O método deve cumprir com os parametros de validacdo, tais como especificidade,
linearidade, precisdo e exatiddo, além da avaliagdo do filtro, estabilidade do farmaco no meio
de dissolucdo e condicBes sink (USP 35, 2012). Neste trabalho optou-se por escolher a
espectrofotometria na regido do UV como método de quantificacdo devido a sua facilidade,

eficiéncia e rapidez na andlise.

A solubilidade do CPF foi testada em diferentes concentracOes e verificou-se que
volume de 900 mL de HCI 0,01 M + LSS 1 % foi suficiente para garantir as condi¢des sink.

A avaliacdo da influéncia do filtro no método proposto € muito importante e deve ser
feita antes de qualquer ensaio de dissolucdo das amostras, sendo realizada visando verificar
possiveis alteracdes na concentracdo do farmaco ou liberacdo de material para a solucéo
(CAZEDEY, 2012). Na analise dos resultados obtidos (Tabela 4.4) verificou-se que nao
houve alteracéo significativa no teor da SQR e dos comprimidos antes e apos a filtracdo com

filtro quantitativo.

Os valores experimentais obtidos na determinagéo da estabilidade de solugdes da SQR
e amostras de comprimidos apresentaram teores proximos a 100 %, demonstrando que o CPF
mantém suas propriedades nas condicdes de analise empregadas, conforme Tabela 4.5. De
acordo com a literatura, o intervalo aceitavel para a estabilidade da solucéo é de 98 a 102 %
do valor inicial (USP 35, 2012).

Na avaliacdo da especificidade (Figura 4.3), verificou-se que 0s excipientes da
formulacdo ndo interferiram na determinacdo do farmaco no comprimento de onda de maxima
absorcdo do CPF (233 nm). A porcentagem de interferéncia, quando comparada a absorvancia
da SQR, foi de 1,16 %, portanto, inferior ao valor estabelecido de até 2 %, conforme a
literatura (USP 35, 2012).

A linearidade do método analitico foi determinada a partir do coeficiente de correlagédo
(r) (Figura 4.4) e da ANOVA (Tabela 4.7). A equagdo da reta obtida através da regresséo
linear pelo método dos minimos quadrados (y = 0,414x + 0,0089) e o valor do coeficiente de
correlacdo (r = 0,9999) indicaram a existéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressdo. Os resultados obtidos na ANOVA demonstram que a regressao foi significativa (F
= 78223,17) e o valor de F calculado para o desvio da linearidade (F = 2,28) foi inferior ao
valor de F tabelado para p < 0,05, demonstrando linearidade na faixa de concentracdo
estudada (1 — 30 ug mL™).
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As analises de precisdo de um método avaliam a proximidade entre os resultados de
varias medidas efetuadas na mesma amostra, 0s resultados apresentados na Tabela 4.8
demonstram uma baixa variacdo, apresentando coeficiente de variacdo menor que 5 %
(BRASIL, 2003b).

A exatiddo do método de dissolucdo foi determinada através do teste de recuperacao,
no qual quantidades conhecidas da SQR de CPF em solucdo foram adicionadas a ASE da
formulacdo em balBes volumétricos. O teste de recuperacao nao foi realizado diretamente nas
cubas de dissolucdo devido a grande quantidade de SQR necessaria a anélise
(aproximadamente 1 grama). As porcentagens médias de recuperacdo (Tabela 4.9)
demonstraram a exatiddo do método proposto.

A avaliacdo da robustez do método demonstrou que uma pequena variacdo na

concentracédo do tensoativo utilizado no meio (= 0,1 %) ndo causa interferéncia importante na

analise, uma vez que os valores encontrados na determinacdo do CPF apds 60 minutos de
dissolucdo, em ambos o0s meios testados, foram muito proximos aos encontrados utilizando o

meio sem modificacdo (Tabela 4.10).

O perfil de dissolucdo é obtido determinando-se a quantidade de farmaco dissolvido
no meio de dissolucdo, através da coletada de aliquotas em intervalos de tempo pré-
determinados. A partir dos dados obtidos, constrdi-se uma curva de porcentagem de farmaco
dissolvido em funcdo do tempo (BRUM, 2012). A representacdo grafica dos perfis de
dissolucdo, obtidos na analise dos comprimidos de CPF, esta apresentada na Figura 4.5. Em
primeira andlise foi possivel verificar que os perfis demonstraram baixa variabilidade entre as
doze cubas testadas de cada fabricante, apresentando DPR inferior a 20 % nos primeiros 15

minutos, e inferior a 10 % nos tempos posteriores.

A comparacdo de perfis de dissolucdo € util para selecionar formulagBes durante o
processo de desenvolvimento farmacotecnico, avaliar a estabilidade, aperfeicoar formulacdes,
avaliar o efeito de determinadas alteragbes em produtos j& em comercializagdo, como
ferramenta no controle de qualidade lote-a-lote e, também para estabelecer a semelhanga entre
formulacgdes (BRUM, 2012).

A partir dos perfis de dissolucéo foi possivel calcular a eficiéncia de dissolucdo, que
foi avaliada estatisticamente por ANOVA. Os resultados apresentados na Tabela 4.11
demonstraram que os perfis apresentaram diferencas significativas entre si (p = 0,05). Assim,

aplicou-se o teste de Tukey (Tabela 4.12), no qual se pode observar que todas as amostras
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analisadas apresentavam eficiéncias de dissolugéo estatisticamente diferentes, principalmente
as amostras comerciais de medicamento genérico, que apresentaram um perfil de dissolucéo

muito lento quando comparado aos demais.

O medicamento genérico € 0 Unico que apresenta excipientes diferentes em sua
formulagdo, pois ndo tem dioxido de silicio e tem croscarmelose sodica descritos em sua bula.
Uma vez que a croscarmelose é utilizada como desintegrante (ROWE, 2009) e por isso
deveria facilitar a dissolucdo da forma farmacéutica, a diferenca observada do genérico em
relacdo aos demais comprimidos analisados pode estar relacionada com seu processo de
fabricacdo (VICOSA, 2003). Diversas etapas no processo de fabricagdo podem influenciar no
perfil de liberacdo do farmaco, como a quantidade e caracteristicas dos agentes agregantes,
desintegrantes e lubrificantes adicionados, tempos de mistura, a forca de compressdo
empregada, processos de fabricacdo de comprimidos (granulacdo via Umida, granulacdo via
seca ou compresséo direta), umidade, entre outros (LIMA, 2006; VICOSA, 2003).

Né&o se pode concluir um desvio de qualidade baseado apenas nos ensaios de liberagao
in vitro, uma vez que estes testes frequentemente apresentam-se mais sensiveis na
diferenciacdo de formulacdes do que os ensaios in vivo, podendo indicar possiveis alteraces
na qualidade antes que o desempenho in vivo seja modificado. Assim, segundo a RE 901
(BRASIL, 2003b) os medicamentos genéricos geralmente tem a mesma especificacdo de
dissolucdo do referéncia, porém se apresentarem dissolucdo diferente pode-se utilizar outra
especificacdo de dissolucdo para o genérico, desde que um estudo in vivo tenha comprovado a

bioequivaléncia entre ambos.

O meétodo de dissolucdo desenvolvido e validado utilizando espectrofotometria na
regido do UV para determinacdo da quantidade dissolvida de CPF em solucdo de HCI com
adicdo de LSS 1 % apresentou especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, ou
seja, apresentou-se adequado para andlise de controle de qualidade de rotina dos comprimidos
a base de CPF.
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5 DETERMINACAO DA CINETICA DE DEGRADACAO DO CIPROFIBRATO
EM CONDICOES FOTOLITICAS

51 Introducdo

O controle de qualidade é responsavel pela avaliacdo de todos o0s insumos, materiais
de embalagem, produtos em processo e produtos finais e, além de realizar analises fisico-
quimicas e microbioldgicas, monitora a qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos
fornecidos a populacdo. Uma vez que estas caracteristicas devem permanecer constantes,
desde a producdo até o término do seu prazo de validade, o estudo de estabilidade torna-se
relevante dentro do controle de qualidade de medicamentos (BRASIL, 2003c; MANFIO,
2005).

O estudo de estabilidade objetiva demonstrar a variacdo da qualidade de um farmaco
em funcdo do tempo sob influéncia de uma variedade de fatores, podendo assim estabelecer
um periodo para realizacdo de novos testes, determinar prazos de validade e recomendar as

condigdes de estocagem (ICH, 2003).

Além dos fatores ambientais como temperatura, umidade e luz, outros fatores
relacionados ao proprio produto, podem afetar a estabilidade de produtos farmacéuticos como
propriedades fisicas e quimicas da substancia ativa, interacdo entre a substancia ativa e
excipientes, processo de producédo, forma farmacéutica e materiais de embalagem (BRASIL,
2005; LEITE, 2005).

A degradacdo de um produto farmacéutico pode ocasionar inUmeras alteracbes em
suas caracteristicas, com sérias consequéncias a sua qualidade, tais como: reducdo ou
aumento da sua atividade, alteracdo da biodisponibilidade, perda da uniformidade de
conteddo, perda da qualidade microbioldgica, formacdo de produtos de toxicidade elevada,
entre outras. Assim, a avaliacdo da estabilidade dos medicamentos, de forma a assegurar a
identidade, eficacia, seguranca e pureza até o momento de seu uso € de extrema importancia
(SILVA et al., 2009).

Os testes de estabilidade consistem da avaliagdo de testes acelerados e testes
confirmatorios. Os estudos acelerados permitem determinar os fatores que afetam a
estabilidade dos produtos, elucidar produtos e rotas de degradacéo e sdo bastante utilizados no
desenvolvimento de métodos analiticos indicativos de estabilidade. Os estudos confirmatorios

de longa duracdo sdo realizados a fim de verificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
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biolégicas e microbioldgicas do produto durante e depois do prazo de validade esperado
(ICH, 2003; SILVA et al., 2009).

A avaliacdo da estabilidade também pode ser efetuada pelo ensaio de estresse, que
permite determinar o efeito de condicGes extremas de degradacdo sobre o produto
farmacéutico (excedendo aquelas utilizadas em estudos acelerados), verificar o perfil de
degradacdo da molécula e identificar os produtos gerados (SILVA et al., 2009). Segundo o
ICH (2003), o farmaco deve ser submetido a degradagdo por aquecimento convencional em

diferentes meios reacionais e a degradacdo frente a luz.

A cinética é o estudo da velocidade em que as reagdes ocorrem. Entre 0s objetivos dos
estudos de cinética de degradacdo estdo a obtencdo experimental dos dados cinéticos, a
proposicdo do mecanismo de reacdo e o estabelecimento de condi¢cbes para aumentar ou
diminuir a velocidade de reacdo conforme necessidade. Em geral, as reacfes de degradacdo de
produtos farmacéuticos séo de ordem zero e de primeira ordem e, mais raramente, de segunda
ordem (LEITE, 2005).

As reacOes de ordem zero sdo aquelas em que a velocidade independe da concentracao
dos reagentes. Nas reacOGes de primeira ordem, a velocidade da relacdo é proporcional a
concentracdo de um dos reagentes. As reacOes de segunda ordem se caracterizam por uma
velocidade de reacdo proporcional a concentracéo de dois reagentes ou a segunda poténcia de
um deles (LEITE, 2005).

Para a avaliacdo das amostras obtidas nos estudos de estabilidade se faz necessaria a
utilizacdo de métodos indicativos de estabilidade. Estes métodos devem permitir a
quantificacdo exata da substancia ativa, além de distinguir a mesma dos produtos de
degradacdo. Uma técnica muito empregada para identificacdo do farmaco inalterado e de seus
possiveis produtos de alteracdo é a CLAE (SILVA et al., 2009).

A luz é um fator ambiental capaz de fornecer energia necessaria para desencadear
reacOes de degradacdo de acordo com o comprimento de onda (L) emissor da radiagdo
luminosa. Quanto menor o A da radiacdo, maior energia ¢ absorvida por mol de reagente, e
com isso, mais répida a degradacdo (LACHMAN et al., 2001). Uma série de reacOes pode ser
iniciada fotoquimicamente, tais como: hidrolise, oxidacdo, isomerizacdo, abertura de anel,
polimerizacdo ou remogdo de varios substituintes, como halogénios ou grupos carboxilicos
(TONNESEN, 2001).
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A fotossensibilidade do CPF, foi verificada a partir dos resultados obtidos nos estudos
de degradacéo forcada realizados no desenvolvimento do método indicativo da estabilidade e,
devido a extensa degradacdo encontrada, buscou-se obter dados sobre a velocidade de
degradacéo fotoguimica do farmaco nas formas farmacéuticas de comprimidos e capsulas em
solucdo. A cinética de degradacéo foi calculada em condicGes fotoliticas para definir a ordem
e a velocidade da reacédo de degradacéo da solucédo de CPF em ACN.

5.2  Substancia quimica de referéncia (SQR)
e Utilizou-se a mesma SQR descrita no item 3.2.
5.3  Matéria-prima
e Utilizou-se a mesma matéria-prima descrita no item 3.3.
5.4  Produtos farmacéuticos
e  Capsulas na concentracdo de 100 mg de CPF, obtidas em farmacia magistral.

Excipientes: estearato de magnésio, dioxido de silicio coloidal, celulose

microcristalina e amido.

e Comprimidos na concentracdo de 100 mg de CPF, com o nome comercial de
Oroxadin®, fabricado pela Sanofi-Aventis.

Excipientes: amido, celulose microcristalina, diéxido de silicio, hipromelose, lactose

monoidratada, laurilsulfato de sddio, éleo vegetal hidrogenado e adgua purificada.
55  Solventes e reagentes

e Acetonitrila - Tedia®

e Acido o-fosférico - Merck®

e Agua ultrapurificada

e  Etanol - Quemis®

e Trietilamina - Vetec®
5.6  Equipamentos e acessorios

o Balanca analitica Shimadzu® ay 220

o Bomba a VVacuo e Ar Comprimido Logen® - 131
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o Coluna cromatografica Shim-pack® CLS-ODS (M) (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 pm),

Shimadzu®

o Cromatdgrafo liquido equipado com desgaseificador DGU-20As; bomba LC-20AT,;
injetor automatico SIL-20A,; detector de arranjo de diodos SPD-M20A,; forno CTO-
20A; controlador CBM-20A e software LC Solution, marca Shimadzu®

o Lavadora ultra-sénica Unique®

o Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 um, 47 mm
o Lampada ultravioleta TUV 30W/G30 T8, 254 nm, Starlux®
o Potencidmetro Hanna® pH 21

Termoémetro Quimico para laboratério HG®

5.7 Avaliacdo da cinética de degradacdo das solucdes de CPF matéria-prima,

comprimidos e capsulas em condicGes fotoliticas
5.7.1 Preparo das solucoes
5.7.1.1 Preparacdo da solucéo da SQR de CPF

Pesou-se 0 equivalente a 25 mg de CPF SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de
25 mL, com o auxilio de 10 mL de etanol. Agitou-se até completa dissolugcdo e completou-se
0 volume com ACN. Transferiu-se 1 mL dessa solucdo para baldo volumétrico de 50 mL e
completou-se o volume com ACN, para obter a concentragéo final de 20 pg mL™.

5.7.1.2 Preparacdo das solucbes para fotolise
e  Matéria-prima

Pesou-se 25 mg de CPF matéria-prima e transferiu-se para baldo volumétrico de 25
mL, com o auxilio de 10 mL de etanol. Submeteu-se a amostra a agitacdo em ultrassom, por 5
minutos, e completou-se o volume com ACN. A solucdo, na concentracao final de 1000 ug
mL™, foi filtrada em membrana de nylon de 0,45 um e 2 mL da mesma foram transferidos

para cubetas de quartzo, posteriormente vedadas com para-film®.
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e  Comprimidos

Determinou-se 0 peso médio de 20 comprimidos conforme preconiza a Farmacopeia
Brasileira V Edicdo (2010). Os mesmos foram triturados para obtencdo de um p6 homogéneo.
Pesou-se 0 equivalente a 50 mg de CPF e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL com
auxilio de 10 mL de etanol. Submeteu-se a amostra a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos, e
completou-se o volume com ACN. A solugdo, na concentracio final de 1000 pg mL™, foi
filtrada em membrana de nylon de 0,45 um e 2 mL da mesma foram transferidos para cubetas

de quartzo, posteriormente vedadas com para-film®.
e Cépsulas

Determinou-se o peso do conteddo de 20 capsulas conforme determina a Farmacopeia
Brasileira V Edicdo (2010) e homogeneizou-se. Pesou-se 0 equivalente a 50 mg de CPF e
transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL com o auxilio de 10 mL de etanol. Submeteu-
se a amostra a agitacdo em ultrassom, por 5 minutos, e completou-se o volume com ACN. A
solucdo, na concentracdo final de 1000 pg mL™, foi filtrada em membrana de nylon de 0,45
pum e 2 mL da mesma foram transferidos para cubetas de quartzo, posteriormente vedadas

com para-film®.
5.7.2 Condicdes de fotolise

A determinacdo da cinética de degradacdo das solucdes de CPF matéria-prima,
comprimidos e capsulas foi realizada utilizando lampada TUV 30W/G30 T8, 254 nm,
Starlux® (254 nm) de 30 W, mantida em camara horizontal de vidro espelhada internamente
(80 x 25 x 35 cm). As solucdes amostras foram colocadas em cubetas de quartzo, com 1 cm

de caminho optico.

As amostras permaneceram sob exposi¢do da luz durante os seguintes tempos: 0, 15,
30, 45, 60, 75 e 90 minutos. Em cada intervalo de tempo foram retiradas duas cubetas
contendo as amostras. Transferiu-se, quantitativamente, aliquotas de 1 mL de cada cubeta
para balGes volumétricos de 50 mL e completou-se o volume com ACN, de modo a obter duas

solucBes, em cada intervalo de tempo, na concentragéo tedrica de 20 ug mL™ de CPF.

Uma cubeta contendo a amostra, porém protegida da radiacdo luminosa com papel
aluminio, foi colocada na camara de vidro espelhada para verificacdo da influéncia da

temperatura na degradacéo da amostra.
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Para a realizacdo da determinagdo quantitativa foram utilizadas as condicgdes

cromatogréficas descritas no item 3.
5.7.3 Definicdo da ordem de reacéo

A ordem de reacao foi determinada pelo método gréafico, através dos resultados de

concentracdo de CPF, obtidos em cada tempo de exposic¢do, para construcao dos gréaficos de:

o Ordem zero: tempo de exposicdo da amostra a radiagdo UV (min.) versus

concentragio — C (ug mL™);

o Primeira ordem: tempo de exposicdo da amostra a radiacdo UV (min.) versus
logaritmo da concentracdo — Log C (ug mL™);

o Segunda ordem: tempo de exposicdo da amostra a radiagdo UV (min.) versus inverso
da concentragéo — 1/C (ng mL™).

5.8 Resultados

As sobreposicdes dos cromatogramas das solucdes de CPF matéria-prima e amostras
no tempo zero (sem exposicdo) e apOs exposicdo a radiacdo UV, por 90 minutos, estdo
apresentadas na Figura 5.1 e 5.2, respectivamente.
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Figura 5.1 — Cromatogramas obtidos das solu¢des de matéria-prima (a), comprimidos (b) e
cépsulas (c) na concentraco tedrica de 20,0 ug mL™ no tempo zero
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Figura 5.2 — Cromatogramas obtidos das solucBes de matéria-prima (a), comprimidos (b) e

capsulas (c) na concentragéo tedrica de 20,0 ug mL™ apds exposicdo a luz UV 254 nm, por 90
minutos
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As Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 apresentam as areas obtidas ap0s exposicdo das solugcdes

matéria-prima, comprimidos e céapsulas de CPF a luz UV 254 nm, em diferentes tempos,
respectivamente.
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Tabela 5.1 — Areas obtidas no tempo zero e ap6s exposicao da solucdo matéria-prima de CPF

aluz UV 254 nm

Tempo (minutos) Area Area média DPR
971392
0 972965 0,23
974538
739778
15 735456 0,83
731135
637668
30 634384 0,73
631103
497663
45 517197 5,34
536732
469653
60 469320 0,10
468988
441984
75 412594 10,07
383204
90 420670 406595 4,90
392521 :

Tabela 5.2 — Areas obtidas no tempo zero e ap6s exposicdo da solugdo de comprimidos de

CPF a luz UV 254 nm

Tempo (minutos) Area Area média DPR
985336

0 084334 0,14
983333
775114

15 762341 2,37
749569
656924

30 649382 1,64
641841
569231

45 553506 4,02
537781
436700

60 457579 6,45
478459
411263

75 411076 0,06
410889
425023

90 398321 9,48

371620
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Tabela 5.3 — Areas obtidas no tempo zero e apds exposicao da solucido de cépsulas de CPF a
luz UV 254 nm

Tempo (minutos) Area Area média DPR
985505

0 985107 0,06
984710
778182

15 774193 0,73
770205
668515

30 673944 1,14
679373
576174

45 585302 2,21
594431
493468

60 495361 0,54
497254
414699

75 414549 0,05
414399
402612

90 401797 0,29
400982

As Tabelas 5.4, 5.5 e 5.6 apresentam os valores de C, Log C e 1/C utilizados para

construcdo dos graficos e definicdo da ordem da reacédo.

Tabela 5.4 — Valores de C, Log C e 1/C obtidos na anélise da solucdo de matéria-prima para

construcdo dos graficos e definicdo da ordem da reacdo

Tempo (minutos) C (ug mL™) Log C (ug mL™) 1/C (ug mL™)
0 19,9971 1,3010 0,0500
15 15,1156 1,1794 0,0662
30 13,0383 1,1152 0,0767
45 10,6298 1,0265 0,0941
60 9,6458 0,9843 0,1037
75 8,4799 0,9284 0,1179

90 8,3566 0,9220 0,1192
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Tabela 5.5 — Valores de C, Log C e 1/C obtidos na analise da solugdo de comprimidos para
construcdo dos graficos e definicdo da ordem da reacdo

Tempo (minutos) C (ug mL™) Log C (ug mL™) 1/C (ug mL™)
0 20,0074 1,3012 0,0500
15 15,4952 1,1902 0,0645
30 13,1992 1,1205 0,0758
45 11,2505 1,0512 0,0889
60 9,3007 0,9685 0,1075
75 8,3555 0,9220 0,1197
90 8,0962 0,9083 0,1235

Tabela 5.6 — Valores de C, Log C e 1/C obtidos na analise da solucdo de capsulas para

construcdo dos graficos e definicdo da ordem da reacéo

Tempo (minutos) C (ug mL™ Log C (ug mL™) 1/C (ug mL™)
0 19,7818 1,2963 0,0506
15 15,5464 1,1916 0,0643
30 13,5334 1,1314 0,0739
45 11,7533 1,0702 0,0851
60 9,9473 0,9977 0,1005
75 8,3245 0,9204 0,1201
90 8,0684 0,9068 0,1239

As Figuras 5.3, 5.4 e 5.5 apresentam as representacdes graficas das cinéticas de

degradacéo de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem, respectivamente.
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Figura 5.3 — Representacdo gréfica da cinética de ordem zero para degradacdo de CPF

matéria-prima, comprimidos e capsulas, em condi¢des fotoliticas
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Figura 5.4 — Representacdo gréfica da cinética de primeira ordem para degradacdo de CPF

matéria-prima, comprimidos e capsulas, em condi¢des fotoliticas
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Figura 5.5 — Representacdo gréafica da cinética de segunda ordem para degradacdo de CPF

matéria-prima, comprimidos e capsulas, em condi¢des fotoliticas
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Observando os gréficos e analisando os coeficientes de correlagdo (r) obtidos para
cada combinacdo de valores, sugere-se que a cinética de reacdo que melhor descreve a
reducdo da concentracdo de CPF em funcdo do tempo, é a de segunda ordem, ou seja, a
reducdo no teor de CPF depende da concentracao de dois reagentes ou a segunda poténcia da
concentragdo de um deles, sendo neste caso possivelmente relacionada com a segunda

poténcia da radiacgdo incidida.

Ap0s a determinacdo da ordem de reacdo foram calculadas as constante de decaimento
(K), Toos € tempo de meia vida (Ty2), conforme os modelos cinéticos apresentados no Quadro
1.

Quadro 1 — Modelos cinéticos de reacdo de segunda ordem

k Toow Tae

1/C =1/Co + kt 1/9 kCo 1/kCo

Os valores obtidos no calculo dos parametros cinéticos para reacdo de segunda ordem

estdo apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Parametros cinéticos calculados para comprimidos e capsulas

Parametros cinéticos Matéria-prima Comprimidos Cépsulas
k (ug min™) 0,0009 0,0009 0,0008
ty (Min) 54,36 55,58 60,31
tgo (Min) 6,04 6,18 6,70

59 Discussao

A avaliacdo da estabilidade em condigdes forgadas permite determinar o efeito de

condicdes extremas de degradacdo sobre o produto farmacéutico. E um recurso muito
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utilizado para pesquisa de mecanismos de degradacéo dos farmacos e avaliagdo dos potenciais
produtos de degradacdo (CARSTENSEN e RHODES, 2000).

A finalidade dos estudos de fotoestabilidade é proporcionar dados sobre a mudanca da
qualidade de um farmaco atraves do tempo quando exposto a uma fonte de luz UV. A reacéo
de fotolise € iniciada apds absorcdo de radiacdo eletromagnética. A maioria dos principios
ativos empregados na preparacdo de medicamentos apresenta maximos de absorcao na regido
do UV do espectro eletromagnético. A radiacdo UV € muito energética e pode propiciar a
clivagem de muitas ligacdes quimicas, ocorrendo degradacdo da molécula. Normalmente, a
fotodegradagdo de um composto quimico é causada por oxidacdo ou quebra de ligacGes
quimicas, sendo que ambos os fendmenos estdo relacionados com a energia incidida, pois
guanto maior a intensidade da luz, maior a velocidade da reacdo (ANSEL, 2007; SILVA,
2009).

Guias como o ICH (2003) preconizam que os testes de degradacéo forcada devem ser
realizados para elucidar as caracteristicas de estabilidade inerentes a substancia ativa e 0s
estudos de degradacdo pela luz sdo partes integrantes desses testes. A presenca de grupos
cromoforos na estrutura quimica do CPF, tais como, liga¢cdes duplas conjugadas, sugerem que

o farmaco é suscetivel & radiacdo UV (254nm).

A determinacdo quantitativa do CPF para determinacdo da cinética de fotodegradacgéo
foi realizada utilizando o método validado e indicativo de estabilidade proposto no item 3
deste estudo. Os resultados apresentados nas Tabelas 5.4 a 5.6 demonstram a extensa
degradacdo do farmaco, apds a exposicdo a radiacdo. Na analise dos cromatogramas obtidos
(Figura 5.2) pode-se verificar que ocorreu, para a matéria-prima e ambas as formas
farmacéuticas, uma queda acentuada no pico referente ao farmaco e o aparecimento de picos
adicionais. A analise por arranjo de fotodiodos (diode array detector — DAD) demonstrou que

0 pico do farmaco manteve-se puro em todos 0s casos.

A avaliagdo dos resultados, ilustrados nas Figuras 5.3, 5.4 e 5.5, demonstrou que a
reacdo de segunda ordem apresentou 0s melhores coeficientes de correlagéo (0,9882, 0,9928 e
0,9932 para matéria-prima, comprimidos e capsulas, respectivamente), sugerindo que a
degradacdo das solugdes de CPF em condicOes fotoliticas obedece a cinética de segunda
ordem nas condicdes utilizadas no estudo. Quanto aos parametros cineticos, tais como tempo

de Ti2, Toow € k, @ sua determinacgdo é dependente da ordem da reacdo, tendo em vista que as



81

equacdes cinéticas dependem dessa informacdo. Os resultados dos calculos dos pardmetros
cinéticos estdo apresentados na Tabela 5.7 e apresentam tggy, de aproximadamente 6 minutos

para todos os casos, demonstrando a suscetibilidade do farmaco as condicdes testadas.

A temperatura interna da camara de vidro manteve-se em torno de 30 °C e a area da
solugdo amostra, utilizada como controle térmico, manteve-se estavel durante o periodo de
tempo do estudo. Esse resultado demonstra que a degradacdo do farmaco, nas condi¢fes do

estudo, ndo foi influenciada pela temperatura.
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6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO DO CIPROFIBRATO NA
PRESENCA DOS PRODUTOS DE DEGRADACAO FORMADOS EM
CONDICOES FOTOLITICAS

6.1  Introducdo

A avaliagdo da toxicidade de uma substancia é realizada com o objetivo de predizer os
efeitos nocivos que a mesma poderd desencadear quando da exposi¢cdo humana. Por esta
razdo, estes estudos sdo solicitados desde o desenvolvimento dos produtos até seu registro e
comercializacdo (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004).

Os modelos animais s&o o0s mais utilizados nos testes de avaliacdo da toxicidade,
sendo utilizados para o diagnostico (< 5 %), educacdo, principalmente nas Universidades (25
%), desenvolvimento e testes de toxicidade de medicamentos e de produtos bioldgicos (30 a
40 %) e de novos produtos (10 %) (BHANUSHALI et al., 2010; CAZARIN; CORREA;
ZAMBRONE, 2004).

Entretanto, com o surgimento de um programa internacionalmente reconhecido
denominado de 3 Rs, 0 uso de animais na pesquisa levantou discussdes principalmente sobre
o grande numero de animais utilizados e o sofrimento causado durante alguns experimentos.
A proposta deste programa cujo nome deriva das iniciais, em inglés, de seus principais
objetivos: 1) reducdo (Reduction), 2) refinamento (Refinement) e 3) substituicdo
(Replacement), € de reduzir o nimero de animais utilizados na pesquisa, diminur o sofrimento
ao minimo possivel, e buscar métodos alternativos que substituam os testes in vivo
(BHANUSHALI et al., 2010; CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004; ROGERO et al.,
2003).

Os estudos in vitro, utilizando cultura de células primarias tem apresentado resultados
satisfatorios. Através da observacdo da morfologia celular, dos efeitos na membrana, da
atividade celular e do indice de proliferacdo, pode-se avaliar o dano celular. A realizacdo de
ensaios em culturas de células também apresenta resposta imediata ou de curto prazo, tais
como alteracBes na permeabilidade de membrana ou perturbacdo de vias metabdlicas; e
sobrevivéncia em longo prazo (MARTINES, 2003).

6.1.1 Azul de tripan

O teste de exclusdo de corante é usado para determinar o numero de células viaveis

presentes numa suspensao de células. Baseia-se no principio de que as células vivas possuem
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membranas celulares intactas que excluem determinados corantes, tais como o azul de tripan.
Assim, quando a integridade da membrana das células estda comprometida, h& absor¢do do
corante para as celulas, que apresentam cor azul escura sem anel refringente em torno, ja as
células viaveis ndo sdo coradas, apresentando um aspecto transparente com um anel
refringente em torno delas. O teste de exclusdo com azul de tripan é um método répido,
simples e pouco dispendioso para avaliar a viabilidade celular em resposta a agressdes
ambientais (LOUIS; SIEGEL, 2011).

6.1.2 Teste de Microndcleos (MN)

MN é um nucleo adicional e separado do nucleo principal de uma célula, sua formacao
se deve a alteracOes estruturais cromossomicas espontaneas ou decorrentes de fatores
ambientais ou, ainda, a falhas no fuso mitético, sendo, portanto, excluido do novo nucleo
formado na teléfase (CARRARD et al., 2007; CHEQUER, 2008).

O principio do teste esta baseado no fato de que, durante a anafase, as cromatides e
fragmentos cromossémicos acéntricos ndo sdo transportados pelas fibras do fuso para polos
opostos, enquanto que os fragmentos com centrémero sim. Apoés a tel6fase, 0s cromossomos
sem dano sdo incluidos no ndcleo de cada uma das células filhas. Elementos que ndo foram
transportados pelo fuso também podem ser englobados pelos nucleos recém formados. No
entanto, alguns destes elementos, normalmente muito pequenos, nao sdo incluidos nos novos
nacleos e permanecem no citoplasma, constituindo as estruturas caracterizadas como MN
(FERRARO, 2009; SCHMID, 1975).

Para ser caracterizados como MN as alteragdes celulares devem preencher os

seguintes critérios:

e Estrutura da cromatina similar e intensidade de cor semelhante ou mais fraca do que a

do nucleo principal;
e Borda evidente, sugerindo membrana nuclear;
e Formato arredondado;
e Localizacgdo intracitoplasmatica;

e Diametro menor do que 1/5 do nucleo principal (BOHRER, 2003; CARRARD et al.,
2007).
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O teste s6 pode ser realizado com populagdes de células que tenham a capacidade de
entrarem em divisdo e deve ser feita, preferencialmente, apds um Unico ciclo de divisdo, pois
existe a incerteza da permanéncia destas estruturas por mais de um ciclo de divisdo
(FERRARO, 2009).

A vantagem desse teste é basicamente a simplicidade, sendo de facil execucdo, e
permite que um grande nimero de células possa ser analisado em um curto espaco de tempo
(SANTOS, 2011).

6.1.3 Ensaio Cometa

O DNA contido em células de organismos eucariotos possui alguns centimetros de
comprimento, para que o mesmo seja acomodado no interior do ndcleo que possui entre 5 mm
e 10 mm de largura, este tem que ser fortemente condensado. Danos impostos a molécula de
DNA provocam um relaxamento desta condensacdo e ocasionalmente quebras na estrutura
molecular (FERRARO, 2009; PAOLO, 2006).

No ensaio cometa, as células nas quais se deseja verificar o dano ocasionado ao seu
DNA, sdo suspensas em gel de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) e entdo colocadas em
laminas de vidro para microscopia previamente recobertas com uma camada de agarose
normal. Através de solugdes apropriadas, as membranas da célula, ndcleo e organelas sdo
rompidas; os componentes citoplasmaticos e proteinas nucleares sdo retidos; e o material
genético restante € submetido a eletroforese. O DNA da célula que néo tiver dano migrara em
conjunto formando um circulo. Caso ocorra dano ao DNA, serdo formados fragmentos de
diversos tamanhos, que consequentemente apresentardo diferentes velocidades de migragéo.
Ocorrendo um dano muito intenso em uma célula, muitos fragmentos de diversos tamanhos
serdo formados e migrardo em velocidades diferentes, formando-se entdo a figura tipica de
um cometa (FERRARO, 2009; PAOLO, 2006; RAMSDOREF, 2009).

O Ensaio Cometa € uma técnica sensivel, que avalia danos ao DNA de células
individuais. Qualquer tipo celular pode ser avaliado, bastando que haja presenca de nucleo, e
uma caracteristica importante do ensaio é a de precisar de apenas uma pequena quantidade de
células. Este ensaio é de facil execugdo, custo relativamente baixo, com boa reprodutibilidade,
rapidez e sensibilidade, além de ndo depender da proliferacdo celular (FERRARO, 2009;
PAOLO, 2006).
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6.3

6.4

Matéria-prima

Utilizou-se a mesma matéria-prima descrita no item 5.3.

Solventes e reagentes
Acetonitrila

Acido acético

Acido tricloroacético

Agarose de alto ponto de fusédo
Agarose de baixo ponto de fusdo
Agua destilada

Azul de Tripan 2 %

Cloreto de sddio

Corante Panotico

DMSO

EDTA

Glicerol

Hidrdoxido de sodio

Liquido de Turk

Nitrato de prata

Peroxido de Hidrogénio
Sulfato de zinco heptahidratado
Tampdo fosfato pH 7,2 - PBS
Tris base

Triton X-100

Equipamentos e acessorios

Camara de Neubauer
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e  Cuba de eletroforese
e Eppendorf
e Pipeta automética
e Ponteiras
e Lamina de vidro
e Laminula de vidro
e  Microscopio
6.5  Desenvolvimento da anélise
6.5.1 Preparo da Solucéo de CPF com 4 % de ACN

Pesou-se 100 mg da matéria-prima de CPF e transferiu-se para baldo volumétrico de
10 mL. Adicionou-se ACN e a solucdo foi mantida em ultrassom, por 15 minutos. O volume
foi completado com ACN e homogeneizado. Transferiu-se aliquota de 1 mL dessa solugdo
para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com tampéo fosfato pH 7,2 (PBS),
obtendo-se uma solugido com concentragdo de 1000 pug mL™ de CPF. Realizou-se nova
diluicdo transferindo 4 mL para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com

PBS, obtendo-se uma solugdo com concentragdo final de 400 pg mL™.
6.5.2 Preparo da Solucéo de CPF

As solugbes foram preparadas como no item 6.5.1, utilizando, porém, apenas PBS

como solvente.
6.5.3 Preparo da Solucédo de CPF degradado

Pesou-se 250 mg da matéria-prima de CPF e transferiu-se para baldo volumétrico de
25 mL. Adicionou-se ACN e a solucdo foi mantida em ultrassom, por 15 minutos. O volume
foi completado com ACN e homogeneizado. Essa solugéo foi filtrada em membrana de nylon
de 0,45 pm e 2 mL da mesma foram transferidos para cubetas de quartzo, posteriormente
vedadas com para-film® e mantidas em camara horizontal de vidro espelhada internamente
(80 x 25 x 35 cm) equipada com lampada TUV 30W/G30 T8, 254 nm, Starlux® (254 nm) de
30 W. O decaimento da concentragdo do CPF foi acompanhado por CLAE (método
desenvolvido no item 3) até cerca de 50 %. Transferiu-se aliquota de 1 mL dessa solucdo para

baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o0 volume com PBS, obtendo-se uma solugdo com
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concentracdo de 1000 pug mL™ de CPF. Realizou-se nova diluicdo transferindo 4 mL para

baldo volumétrico de 10 mL, obtendo-se uma solugdo com concentragio final de 400 pug mL™.

6.5.4

Preparo da Cultura de Leucocitos Humanos

As culturas de leucdcitos foram preparadas utilizando 0,5 mL de sangue venoso

coletado por venopungdo de voluntario (pesquisa aprovada pelo Comité de Etica da

Universidade Federal de Santa Maria, Carta de aprovagdo n° 23.081) e imediatamente

transferido para o meio de cultura contendo 10 mL de RPMI 1640, suplementado com 10 %

de soro fetal bovino e 1 % de estreptomicina / penicilina, conforme descrito por SANTOS
MONTAGNER (2010). As celulas foram colocadas em estufa a 37 °C por 72 horas.

6.5.5

Anélise de pardmetros genotoxicoldgicos

Para os testes de avaliacdo da genotoxicidade, foram avaliados 0s seguintes grupos:
Controle negativo: 1000 pL da cultura de células e 1000 pL de PBS;

Controle negativo (2 % de ACN): 1000 pL da cultura de células e 1000 pL de PBS
com ACN 4 %;

Controle positivo: 1000 pL da cultura de células e peréxido de hidrogénio 100 uM;

CPF: 1000 pL da cultura de células e solucdo de CPF em PBS nas concentracfes
finais de 200, 100, 50, 25 e 12,5 ug mL™;

CPF (2 % de ACN): 1000 pL da cultura de células e solu¢do de CPF em PBS com
ACN 4 % nas concentracdes finais de 200, 100, 50, 25 e 12,5 pg mL™;

Degradado (2 % de ACN): 1000 uL da cultura de células e solucdo de CPF degradado
(em condigdes fotolicas) em PBS nas concentrac@es finais de 200, 100, 50, 25 e 12,5
pg mL™.

Cada grupo era composto por trés frascos de cultura.

A proliferagdo e viabilidade foram avaliadas através da perda da integridade da

membrana, utilizando o método do Azul de Tripam (SANTOS-MONTAGNER, et al, 2010).
A genotoxicidade foi avaliada através dos testes de MN, segundo a técnica descrita por
SCHMID (1975), e Teste Cometa (SINGH, 1995).
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6.5.6 Analise estatistica

Os dados foram avaliadas por ANOVA seguida de teste Post-Hoc de Bonferroni.

Foram considerados significativos os resultados com valor de p < 0,05.
6.6  Resultados

Os resultados da avaliacdo dos efeitos do CPF e da solucéo de degradado de CPF em
cultura de leucécitos humanos, avaliando pardmetros anti-genotéxicos como, proliferagdo
celular, viabilidade celular, indice de dano ao DNA e frequéncia de MN estdo demonstrados

nas Figuras 6.1 a 6.4 .

Figura 6.1 — Efeito do CPF e da mistura de produtos de degradacédo, formados nas condicdes

fotoliticas, na proliferacdo celular em cultura de leucocitos humanos (n = 3)
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Resultados expressos como média + DP. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes (p
<0.05).



Figura 6.2 — Efeito do CPF e da mistura de produtos de degradacéo,

fotoliticas,
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formados nas condicOes

na viabilidade celular em cultura de leucdcitos humanos (n = 3)
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<0.05).

Figura 6.3 — Efeito do CPF e da mistura de produtos de degradacéo,

fotoliticas, no teste de MN em cultura de leuc6citos humanos (n = 3)
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<0.05).
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Figura 6.4 — Efeito do CPF e da mistura de produtos de degradagédo, formados nas condicdes

fotoliticas, no ensaio cometa em cultura de leucécitos humanos (n = 3)
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Resultados expressos como média £ DP. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes (p
< 0.05).

6.7 Discussao

A avaliacdo da citotoxicidade permite avaliar os efeitos toxicos ou anti-proliferativos
de uma amostra teste em culturas celulares. Através da observacdo da morfologia celular, dos
efeitos na membrana, da atividade celular e do indice de proliferacdo, pode-se avaliar o dano
celular (ROGERO, 2003).

A Figura 6.1 apresenta os resultados da avaliacdo da proliferacdo celular, pode-se
observar em todos 0s grupos um aumento celular similar aos controles negativos e
estatisticamente diferente em relacdo ao controle positivo (perdxido de hidrogénio), ou seja,

ndo houve diminuicdo na proliferacdo celular nos grupos analisados.

A Figura 6.2 mostra a porcentagem de células viaveis para os grupos testados. Os
controles negativo apresentaram média de 99 % de vibilidade celular, enquanto o controle
positivo apresentou 81 %. Os grupos CPF na maior concentragdo testada, 200 pg mL™,
obtiveram cerca de 85 % de viabilidade celular, ou seja, comparavel com o controle positivo.
J& as concentraces de 100 ug mL™ dos grupos CPF e de 200 pg mL™ do grupo degradado
tambem apresentaram uma diminui¢do na viabilidade celular, porém em menor intensidade,
com valores de 91,67 e 91 %, respectivamente. Os demais grupos apresentaram viabilidade

celular maior que 96 %, semelhante aos valores obtidos nos controles negativos. Os resultados
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indicam uma diminuic¢do na viabilidade celular dose dependente tanto nos grupos CPF quanto

nos degradados, menos acentuada, porém, nas amostras expostas a luz.

O teste do MN detecta tanto os eventos clastogénicos como defeitos no fuso da célula.
Assim, os efeitos de substancias que provoquem quebras cromossémicas ou que afetem os
componentes do fuso ou da regido centromérica podem ser detectados a partir da presenca de
MN (FERRARO, 2009). Na Figura 6.3, pode-se observar que todos os grupos analisados
apresentaram resultados semelhantes aos controles negativos, indicando que os compostos

testados ndo apresentam efeito mutagénico.

O Ensaio Cometa ¢ um método de estudo genotoxicoldgico sensivel, que avalia danos
ao DNA de células individuais (COLLINS, 2008). A Figura 6.4 apresenta os resultados
obtidos no ensaio cometa, onde pode-se observar que os grupos CPF na maior concentracdo
testada, 200 pg mL™, apresentaram indice de dano ao DNA comparavel com o controle
positivo. O grupo degradado na maior concentracao testada e as concentragdes de 100 pg mL”
! dos grupos CPF também apresentaram dano ao DNA, porém em menor intensidade. Os
demais grupos apresentaram indice de dano ao DNA semelhante aos controles negativos. Os
resultados indicam acdo genotdxica dose dependente tanto do CPF quanto da amostra
degradada, sendo menos acentuado nas amostras expostas a luz, resultado possivelmente
relacionado a diminuigdo da concentragdo de CPF e/ou formacéo de produtos de degradacéo

com menor potencial genotoxico.

Na realizacdo destes estudos foram analisados grupos controle negativo e CPF
utilizando concentracdo final de ACN de 2 %, para avaliar se a concentracdo residual do
solvente organico utilizado na preparacdo das amostras degradadas causaria interferéncia.
Como pode ser observado nos resultados apresentados o grupo controle negativo com adicao
de ACN apresentou valores semelhantes ao controle negativo que utilizou apenas PBS,
indicando que a baixa concentracdo de solvente organico ndo prejudicou o andamento das
analises. O grupo tratado com concentrac6es de CPF diluidas em PBS com adi¢do de ACN foi
avaliado para assegurar que o farmaco na presenca do solvente orgénico ndo apresentaria
efeitos diferentes dos apresentados pelo farmaco apenas em PBS, os resultados apresentados

tambem demonstraram valores semelhantes em ambos os grupos tratados com o CPF.
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CONCLUSOES

O método indicativo de estabilidade por CLAE foi validado, demonstrou-se adequado
para analise quantitativa de CPF e pode ser utilizado para o controle de qualidade de

rotina de comprimidos e capsulas;

O meétodo de dissolucdo desenvolvido e validado utilizando espectrofotometria na
regido do UV para determinacdo da quantidade dissolvida de CPF em solucdo de HCI
0,01 M com adicdo de 1 % de LSS foi considerado adequado para o controle de
qualidade de rotina dos comprimidos do farmaco.

A degradacdo da matéria-prima e das amostras de comprimidos e capsulas de CPF em

condi¢oes fotoliticas obedeceu a cinética de segunda ordem;

Na avaliacdo dos parametros genotoxicoldgicos, pode-se observar que o CPF e as
amostras degradadas em condicGes fotoliticas apresentaram efeitos negativos dose-
dependentes no testes de viabilidade celular e ensaio cometa, e ndo apresentaram
efeito na proliferacdo celular e teste dos MN.
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