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RESUMO

A sildenafila € um farmaco utilizado como tratamento de primeira escolha para a
disfuncéo erétil, sendo disponivel comercialmente na forma farmacéutica de comprimidos.
Atualmente, a sildenafila esta entre os medicamentos mais vendidos no mercado mundial.
Por esta razdo, também esté entre os medicamentos que mais sdo contrabandeados e/ou
falsificados. O desenvolvimento de métodos analiticos para avaliar a qualidade de produtos
farmacéuticos bem como aqueles voltados para andlise de amostras forenses sdo de
extrema importancia e constituem-se como ferramentas para a disponibilizacdo de
medicamentos com qualidade garantida. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo
desenvolver e validar um método analitico indicativo de estabilidade por UFLC para a
quantificacdo de sildenafila em comprimidos, bem como avaliar a cinética de degradacao
fotolitica e a seguranca bioldgica dos fotoprodutos de degradacéo obtidos. Ainda, amostras
suspeitas de falsificacdo de comprimidos de sildenafila (cedidas pela Superintendéncia
Regional da Policia Federal do Rio Grande do Sul) foram avaliadas em relagéo aos critérios
de qualidade estabelecidos em compéndios internacionais através dos testes de: (a)
resisténcia mecanica, (b) desintegragdo, (c) dissolucdo, (d) teor, (e) perfil quimico por
espectrometria no infravermelho médio e (f) perfil fisico (diametro, peso e altura). Os
resultados foram avaliados utilizando ferramentas de controle estatistico de processo e
andlise multivariada. No desenvolvimento do método por UFLC, as seguintes condi¢cdes
foram estabelecidas: fase mével acetonitrila:trietiiamina pH 4,0 (60:40, v:v), fluxo 0,7 ml min®
! coluna C18 (100mm x 4,6mm x 5um), temperatura 50°C e deteccdo em 290 nm. O
método foi validado segundo a normativa do ICH e mostrou-se especifico, linear, preciso,
exato e robusto. A seguranca biolégica foi determinada pelos ensaios de: (a) de Azul de
Tripan, (b) Teste de Micronucleos e (c¢) Ensaio Cometa. O farmaco e seus produtos de
fotodegradacdo apresentaram citotoxicidade, no entanto ndo foram observados
mutagenicidade e genotoxicidade. Na avaliacdo dos comprimidos suspeitos de falsificacdo
ndao foram encontrados desvios de qualidade e a analise multivariada (por Analise
Hierarquica de Agrupamentos) se mostrou adequada para classificacdo das amostras

guanto ao perfil fisico.

Palavras-chave: Sildenafila, Cromatografia, Degradacao, Toxicidade, Falsificacao.



ABSTRACT

Sildenafil is the first choice pharmaceutical product for erectile dysfunction treatment
and commercially available in tablets dosage form. Nowadays, Sildenafil is among the
largest selling pharmaceutical products in the worldwide marketing. For this reason, is also
among the most falsified and/or smuggled in the world. The development of analytical
techniques that aim to evaluate pharmaceutical products’ quality, as well as those that aim
forensic samples, are extremely valuable, once they are resources for quality guaranteed
pharmaceutical products availability. Thus, our present study aimed to develop and validate
a stability-indicative analytical method by UFLC, in order to quantify Sildenafil in tablets.
Photolytic degradation’s kinetics and biological safety of Sildenafil’'s photoproducts were
evaluated. Additionally, Sildenafil tablets that were suspect of falsification (conceded by
Regional Superintendence of Federal Police), were evaluated according to quality criteria
previously established by international compendiums, being them: (a) mechanical
resistance, (b) disintegration, (c) dissolution, (d) assay, (e) chemical profile by infrared
spectroscopy, and (f) physical profile. The results were evaluated by control-process
statistical and multivariate analysis. The following conditions were established for UFLC
method: acetonitrile:triethylamine (60:40, v:v) as mobile phase, flux at 0.7mL.min", C18
column (100mm x 4,6mm x 5um), 50°C, pH 4.0 and 290 nm. Proposed method was
validated following ICH’s guidance, and showed specificity, linearity, precision, accuracy,
and robustness. Biological safety was determined by the following assays: (a) Trypan Blue,
(b) Micronucleus, and (c) Comet assay. The intact molecule, as well as its photoproducts
showed cytotoxicity even no mutagenicity or genotoxicity was detected. Finally, tablets
(suspected of falsification) had no quality deviation and multivariate analysis (Hierarchical
Component Analysis) applied in physical profile showed adequate for sample’s

classification.

Keywords: Sildenafil, Chromatography, Degradation, Toxicity, Falsification
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1 INTRODUCAO

A disfuncéo erétil € uma patologia que afeta a populacdo masculina, podendo ser
causada por diversos fatores, como a idade avancada, certas doencas ou pela
administrac@o de alguns medicamentos. A Sildenafila (SLD) é o farmaco utilizado como
tratamento de primeira escolha para a disfuncdo erétil, sendo disponivel na forma
farmacéutica de comprimidos. Atualmente, a SLD esta entre os medicamentos mais
vendidos no mercado mundial. Por esta razdo, também estd entre os medicamentos
que mais sdo contrabandeados e/ou falsificados. Desta forma, o desenvolvimento de
métodos analiticos para avaliar a qualidade de produtos farmacéuticos bem como
agueles voltados para analise (qualitativa e quantitativa) de amostras forenses sdo de
extrema importancia e constituem-se como ferramentas para a disponibilizacdo de
medicamentos com qualidade garantida.

Entre os métodos analiticos propostos para a quantificacdo de farmacos nas
suas formas farmacéuticas, os métodos cromatograficos denominados “fast” surgem
como alternativa aos métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por
apresentarem melhor desempenho, menor tempo de analise e menor consumo de
solventes devido ao uso de fases estacionarias com reduzido tamanho de particula e a
utilizacdo de pressdes elevadas. Como até o momento ndo existem procedimentos
analiticos descritos nas farmacopeias para a determinacédo do teor de comprimidos de
SLD e que sejam adequados para avaliar a degradacao do farmaco frente a diferentes
condicbes, (como temperatura, umidade e luz), ha a necessidade de estabelecer um
método analitico indicativo de estabilidade para esta forma farmacéutica.

A analise de amostras forenses se constitui um desafio analitico, ja que néo é
possivel estabelecer a origem geografica e a constituicho das mesmas durante a sua
apreensdo. Desta forma, métodos que envolvam a identificacdo r4pida sédo atrativos do
ponto de vista analitico. Entretanto, estes métodos devem observar a natureza
multivariada destas amostras e disponibilizar resultados seguros e confiaveis para

estudos de inteligéncia forense.
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Nesse contexto, este trabalho propde o desenvolvimento de uma metodologia
analitica indicativa de estabilidade para a determinacédo de Sildenafila em comprimidos
por cromatografia liquida ultra rapida (UFLC, do inglés Ultra Fast Liquid
Chromatography), além de realizar a avaliacdo tecnologica e fisico-quimica de

comprimidos de SLD suspeitos de falsificagéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Disfuncéo erétil

A disfuncéo erétil, também conhecida como impoténcia sexual masculina, é
definida como a inabilidade persistente de obter e/ou manter uma erecéo peniana firme
o suficiente para permitir um desempenho sexual satisfatorio (DE PAULA et al, 2012).
Entre os fatores de risco associados a esta patologia, além da idade avancada,
podemos destacar a diabetes mellitus tipo 2, o sedentarismo, os disturbios relacionados
ao sono, a obesidade, a depressao, as sindromes metabdlicas e também as doencas
cronicas relacionadas aos rins, figado e pulmdes. Ainda, algumas substancias também
podem estar envolvidas no desenvolvimento da disfungéo erétil. Certos medicamentos
gue agem no sistema nervoso central, como antidepressivos e antipsicoticos;
medicamentos utilizados para o tratamento da hipertensédo, como diuréticos tiazidicos e
beta-bloqueadores; além de substancias psicotropicas como a maconha, cocaina,
opidides, alcool e nicotina (SHAMLOUL & GHANEM, 2013).

Os inibidores da Fosfodiesterase Tipo 5 (PDE5) sdo o tratamento
medicamentoso de primeira escolha para disfuncdo erétii masculina. Os principais
representantes dessa classe utilizados por via oral para o tratamento desta enfermidade
sdo a SLD (Viagra®, Pfizer), a lodenafila (Helleva®, Cristalia), a Tadalafila (Cialis®, Eli
Lilly) e a Vardenafila (Levitra®, Bayer) (RAVIPATI et al, 2007; WRIGHT, 2006).

2.2 Sildenafila

A SLD foi o primeiro inibidor da PDE5 a ser liberado para tratamento da
disfuncdo erétil em 1998 e desde entdo se tornou um dos medicamentos mais
prescritos mundialmente (WRIGHT, 2006). Ela é comercializada na forma farmacéutica
de comprimidos pela indUstria farmacéutica Pfizer, com a marca Viagra®, nas doses de
25 mg, 50 mg e 100 mg. Porém, com o término da patente do Viagra® no ano de 2013,

outras industrias farmacéuticas comecaram a fabricar o medicamento.
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Devido ao sucesso no mercado, o alto custo e o constrangimento associado com
a patologia subjacente, a SLD, junto com outros medicamentos para disfuncéo erétil,
estdo os medicamentos que mais sofrem com contrabando e/ou falsificacdo em 21
paises, incluindo o Brasil (AMES & SOUZA, 2012; NOGUEIRA & NETO, 2011).
Segundo estudo publicado por Hurtado e Lasmar em 2014 a partir de dados
disponibilizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria entre os anos de 2007 e
2011, 78% das apreensdes de medicamentos falsificados e contrabandeados sé&o para
o tratamento da disfuncéo erétil masculina, sendo o Viagra® e o Cialis® entre as
principais versdes apreendidas (HURTADO & LASMAR, 2014). Analogos estrangeiros,
sem registro para comercializacdo em territdrio nacional, também s&do alvo de
apreensdes e pericia por parte das forcas policiais brasileiras, como as amostras
uruguaias Plenovit®, Maxfil®, Vimax®, Sildenafil Lazer® e Libiden®, e as paraguaias da
linha Pramil® e Erofast® (ORTIZ et al, 2010).

No ano de 2005, o FDA (do inglés, Food and Drug Administration) aprovou o uso
da SLD para o tratamento de outra patologia, a hipertensao arterial pulmonar (HAP) em
adultos e criancas com idades entre 1 e 17 anos. Em adultos, a SLD é utilizada em
doentes com HAP de classe funcional Il (limitacdo ligeira da atividade fisica) ou de
classe funcional Il (limitacdo acentuada da atividade fisica). Esta apresentacao
farmacéutica comecou a ser comercializada com a marca Revatio® 20 mg pela indGstria
farmacéutica Pfizer, na forma farmacéutica de comprimidos. Apos alguns anos, foi
lancada no mercado Revatio® 10mg/12,5mL, na forma farmacéutica de solucéo
intravenosa e Revatio® 10mg/mL na forma farmacéutica de p6 para suspensdo oral.
Entretanto, dado o nimero de doentes afetados por HAP ser reduzido, a doenca é
considerada rara, e o Revatio® foi designado medicamento 6rfio (medicamento
utilizado em doencas raras). Sendo assim, este medicamento somente pode ser
adquirido quando solicitado por um médico com experiéncia em tratamento de HAP
(EMA, 2012).
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2.2.1 Propriedades fisico-quimicas da Sildenafila

Aparéncia: P¢ cristalino branco.

Apresenta-se na forma de sal citrato.

Fator de equivaléncia sal/base: 1,40

Formula molecular: CH3oNeO4S

Nome quimico: 5-[2-ethoxy-5-(4-methylpiperazin-1-yl) sulfonylphenyl]-1-methyl-3-
propyl-4H-pyrazolo [4,3-d] pyrimidin-7-one.

Massa molecular: 474,5764 g mol™

pKa: 5,99

Solubilidade: Dimetilsulféxido (23 mg mL™), Metanol e Dimetilformamida (14 mg
mL™), Agua (3,5 mg mL™) e etanol (1 mg mL™) (BARROS, 2014; O'NEIL et al, 2001).

A estrutura quimica da SLD esta representada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica da Sildenafila

0\ /0
A

Fonte: Adaptado da USP, 2014.

2.2.2 Farmacodinamica

A SLD atua na potencializacdo da erecdo, intensificando seu mecanismo

fisiologico. Durante o estimulo sexual no homem, ocorre liberacao fisiologica de 6xido
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nitrico no corpo cavernoso do pénis, que se difunde nas células musculares lisas nos
Corpos cavernosos, ativando a enzima guanilato ciclase. Isto resulta no aumento da
concentracdo de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), relaxando a musculatura
lisa do pénis, permitindo um aumento no fluxo sanguineo e consequente tumescéncia
peniana. Como a SLD € um inibidor seletivo da PDE5, que € responsavel pela
degradacédo do GMPc, tornando-o inativo, atua prolongando a erecéo, visto que a PDE5
esta inibida (RAVIPATI et al, 2007; WRIGHT, 2006).

Por ser um inibidor seletivo e potente da PDES5 especifica para o GMPc, que se
encontra em grande quantidade nos pulmdes, a SLD causa a inibicdo da PDE5 também

nos pulmdes, com consequente vasodilatacdo pulmonar (OLIVEIRA & AMARAL, 2005).

2.2.3 Farmacocinética

A SLD é rapidamente absorvida ap6s sua administracéo oral, entretanto durante
esse processo sofre um extenso metabolismo na mucosa gastrointestinal. Apds sofrer
metabolismo de primeira passagem, cerca de 40% da dose se encontra biodisponivel
na circulacdo sistémica. A SLD apresenta uma farmacocinética dose-proporcional,
sendo que sua concentracdo plasmatica maxima é alcancada em torno de 60 minutos
apos a administracao oral em jejum. Entretanto, quando administrada apds refeicéo rica
em lipideos, a taxa de absorcéo é retardada, e aproximadamente 29% de concentracao
maxima € alcancada em torno de 120 minutos (PADMA-NATHAN & GIULIANO, 2001,
WRIGHT, 2006).

A SLD e o seu principal metabolito, N-desmetil-SLD apresentam uma ligacdo as
proteinas plasmaticas de aproximadamente 96%, sendo a ligacdo proteica
independente da concentragdo total do farmaco. De modo geral, a SLD é amplamente
distribuida no organismo, no entanto apresenta distribuicdo limitada no sémen apos
administragéo oral, com menos de 0,001% da dose administrada estava presente no
sémen, 90 minutos apds a administracdo do farmaco em individuos saudaveis. Tais
concentracfes ndo sdo susceptiveis de causar efeitos em parceiros sexuais expostos
ao sémen (PADMA-NATHAN & GIULIANO, 2001; WRIGHT, 2006).
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O SLD sofre depuracdo hepatica pelas isoenzimas do citocromo P450, a
CYP3A4 (via principal) e a CYP2C9 (via secundaria). O principal metabolito circulante,
que resulta a partir de desetilacdo da SLD, tem um perfil de seletividade para as
isoformas da enzima fosfodiasterase semelhante a do farmaco original. A sua poténcia
in vitro é de aproximadamente 50% do farmaco original. As concentracdes plasméticas
do metabolito N-desmetil-SLD s&o aproximadamente 40% em relacdo as concentracdes
de SLD. Entretanto, a relacéo do efeito farmacologico do N-desmetil-SLD para a SLD é
de aproximadamente 20%. O metabolito N-desmetil-SLD apresenta uma meia-vida de
cerca de 4 horas, semelhante a da SLD. O farmaco é excretado na forma de
metabolitos nas fezes (80%) e na urina (13%) (PADMA-NATHAN & GIULIANO, 2001).

2.3 Controle de qualidade de comprimidos de Sildenafila

De maneira geral, os compéndios oficiais de cada pais descrevem quais testes
devem ser realizados para garantir a qualidade dos medicamentos comercializados
(BRASIL, 2010; USP, 2014; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009; JAPANESE
PHARMACOPOEIA, 2011; INTERNATIONAL PHARMACOPOEIA, 2015). Para avaliar
caracteristicas tecnoldgicas, 0s principais testes a serem realizados sao: a
determinacdo de peso, a determinacdo de resisténcia mecanica, o teste de
desintegracdo e o teste de dissolu¢do. O FDA também estabelece guias voltados para
a industria que estabelecem as condicdes de como alguns destes testes devem ser
realizados para os medicamentos que ainda ndo possuem monografia (FDA, 2008;
FDA, 2015). Para o controle fisico-quimico, deve-se seguir o procedimento analitico
estabelecido na monografia publicada pelo compéndio, sendo esta especifica para o
medicamento. Caso ainda néo exista, este procedimento deve ser devidamente
validado conforme o guia Q2 (R1) estabelecido pelo FDA (FDA, 2005).

A monografia para a determinac¢do do teor da SLD em matéria-prima encontra-se
publicada na Farmacopeia Americana (2014). Entretanto para a forma farmacéutica de
comprimidos nao existe monografia publicada. Atualmente, existem diversos relatos na

literatura sobre a determinacdo de SLD em diferentes amostras utilizando diversas
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técnicas, como voltametria (BATISTA et al, 2010; MENDONCA et al, 2015; OSKAN,
2004; RODRIGUEZ et al, 2004; TYSZCZUK & KOROLCZUK, 2010), andlise térmica
por calorimetria exploratoria de varredura (JULIO et al, 2013), eletroforese capilar (QIN
& LI 2002), espectrofotometria de ultravioleta (AMIN & EL-BESHBESHY, 2001; DINESH
et al, 2002; KUCHEKAR et al, 2005; WEINERT et al, 2008), espectrometria de
ressonancia magnética nuclear (WAWER et al, 2005), cromatografia eletrocinética
micelar (NEVADO et al, 2002; RODRIGUEZ et al, 2004), HPLC (ABOUL-ENEIN &
HEFNAWY, 2003; DINESH et al, 2002; ERGUN et al, 2005; SAWATDEE & SRICHANA,
2013; MANNUR et al, 2011) e UPLC (ORTIZ et al, 2010; ORTIZ et al, 2013a).
Entretanto, ndo existem relatos na literatura sobre metodologias indicativas de

estabilidade para determinacdo de SLD em comprimidos.

2.3.1 Propriedades tecnoldgicas em comprimidos

2.3.1.1 Determinacao de peso

A determinacdo de peso para produtos em dose unitaria tem por objetivo
verificar se as unidades de um mesmo lote apresentam uniformidade de peso. Para isto
deve-se definir o peso médio de um determinado lote e avaliar a variacdo da massa de
cada amostra em relacdo ao seu peso médio, de acordo com critério estabelecido pela
Farmacopéia (USP, 2014). A Farmacopéia Americana (2014) estabelece os limites de
variacdo permitidos para a determinacédo de peso em comprimidos. Esta variacéo leva
em consideracao o peso médio das amostras, sendo que se pode tolerar ndo mais que
duas unidades fora dos limites em relacdo ao peso médio e nenhuma destas acima ou

abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

2.3.1.2 Determinagéao de resisténcia mecénica

Os testes de resisténcia mecénica, tais como dureza e friabilidade, sé&o

considerados oficiais dentro do contexto legal da Farmacopeia, constituindo-se em
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elementos uteis na avaliacdo da qualidade integral dos comprimidos. Estes testes visam
demonstrar a resisténcia dos comprimidos a ruptura provocada por quedas ou friccao
(USP, 2014).

Segundo a Farmacopéia Americana (2014), o teste de dureza consiste em
submeter o comprimido a acdo de um aparelho que meca a forca necessaria para
esmaga-lo, sendo esta forca determinada em Newtons. Para fins de aprovacao,
nenhuma unidade testada deve apresentar dureza inferior a 30 Newtons.

O teste de friabilidade permite determinar a resisténcia dos comprimidos a
abrasdo, quando submetidos a agcdo mecéanica de aparelhagem especifica. A diferenca
entre o peso inicial e o final apos o teste representa a friabilidade, sendo considerados
aceitaveis os comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5% do seu peso inicial
(BRASIL, 2010).

2.3.1.3 Teste de desintegracao

O teste de desintegracao permite verificar se a forma farmacéutica se desintegra
dentro do limite de tempo especificado quando amostras do mesmo lote sao
submetidas a acdo de aparelhagem especifica em condi¢cdes experimentais descritas.
Para os fins desse teste, a desintegracdo € definida como o estado no qual nenhum
residuo das unidades testadas permanece na tela metalica do aparelho de
desintegracdo, salvo fragmentos insollveis de revestimento de comprimidos ou
invllucros de capsulas (FDA, 2008; USP, 2014). Segundo a Farmacopéia Americana
(2014), para comprimidos nao revestidos e revestidos com filme, o tempo estabelecido
para o teste é de 30 minutos. Para comprimidos com revestimento acucarado, este

tempo é de 60 minutos.

2.3.1.4 Teste de dissolucao

O teste de dissolucéo constitui um dos instrumentos essenciais para avaliacao

das propriedades biofarmacotécnicas das formulacdes, além de fornecer informacdes
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Uteis tanto para a pesquisa e desenvolvimento, como para a producdo e controle de
qualidade dos medicamentos. No desenvolvimento farmacotécnico, permite a avaliacédo
de novas formulagoes, a verificacdo da estabilidade e possibilita estudos de correlagéo
in vitro — in vivo. Durante a fase de producédo e controle de qualidade esses testes
permitem detectar desvios de fabricacdo, de uniformidade do produto e de
reprodutibilidade lote a lote (MALESUIK et al, 2006).

O teste possibilita determinar uma quantidade minima de substancia ativa que é
dissolvida no meio de dissolucdo quando o produto € submetido a acdo de
aparelhagem especifica por determinado intervalo de tempo (BRASIL, 2010; FDA,
2015; USP, 2014). Muitas monografias oficiais estabelecem que ndo menos que 75%
do farmaco devem dissolver em 45 minutos. A Farmacopeia BritAnica adota esse
critério para a quase totalidade de suas monografias. Entretanto, este critério pode
variar de acordo com a solubilidade da amostra (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2003). O
FDA (2015), estabeleceu um guia com os critérios e especificacbes do teste de
dissolucdo para novas formas farmacéuticas solidas orais que pertencem a Classe 1 ou
Classe 3 pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), onde o percentual

dissolvido deve ser superior a 80% em 30 minutos e 15 minutos, respectivamente.

2.3.1.5 Perfil fisico de comprimidos

Diferentes estagios de producdo de comprimidos podem gerar um conjunto de
caracteristicas fisicas e quimicas do produto final. Entre os principais estagios, estéo a
adicdo de adjuvantes tecnoldgicos a substancia ativa e a etapa de compresséo. A
adicdo de adjuvantes tecnologicos, que viabiliza a producdo da forma farmacéutica, é
denominada como caracteristica de pré-compressdo de lote (WEYERMANN et al.,
2008). As caracteristicas que sdo determinadas apdés a compressdao da mistura
pulvérea podem ser definidas como propriedade de pos-compresséao de lote (MARQUIS
et al, 2008). Tais caracteristicas de pds-compressdo, como altura, peso e diametro

podem gerar um perfil fisico de um determinado conjunto de comprimidos, podendo ser
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Uteis para caracterizar lotes de producédo (ORTIZ et al., 2012; MARQUIS et al, 2008;
MILLIET et al, 2009).

Esta analise € relativamente simples e ndo necessita de instrumentacao
avancada para a obtencdo dos dados. Entretanto, estas informacfes ndo sao
obrigatérias numa rotina de controle de qualidade na industria farmacéutica, pois nao
estdo descritas nos compéndios oficiais. Estas informacgdes sao bastante utilizadas em
situacbes que envolvem analise forense de medicamentos, pois podem relacionar um
ciclo de compressdo em comum, e, em conjunto com outros dados obtidos a partir de
testes fisicos e quimicos, podem caracterizar falsificacbes e também relacionar lotes
apreendidos de comprimidos (MARQUIS et al, 2008; MILLIET et al, 2009; ORTIZ et al,
2012). Para a avaliacdo simultdnea dos dados sobre o perfil fisico de comprimidos, os
métodos de classificacdo realizados através da analise multivariada vém sendo
empregados com sucesso para caracterizar e relacionar lotes de apreensdes
(ANZANELLO et al, 2014a; CUSTERS et al, 2015;; MARQUIS et al, 2008; MILLIET et
al, 2009; ORTIZ et al, 2012).

O controle estatistico de processo (CEP) pode ser considerado como uma
ferramenta de monitoramento online da qualidade pelo qual se consegue uma
descricéo detalhada do comportamento de um processo de producéo, identificando sua
variabilidade e possibilitando seu controle ao longo do tempo (WARHOLAK & NAU,
2010). Na industria farmacéutica, o CEP pode ser empregado para avaliar as
operacdes dentro da linha de producédo, visando garantir as boas praticas de fabricacao
e por consequéncia, a qualidade do produto final (ALENCAR et al., 2004). Através de
graficos denominados cartas de controle, a ferramenta tem por objetivo detectar desvios
de parametros representativos do processo, como por exemplo, variagbes de peso ou
altura em comprimidos. Sua utilizagao pressupde que 0 processo Seja estatisticamente
estavel, ou seja, que ndo ha variacdo na producdo. Entre as cartas controles
disponiveis para a aplicagcdo do CEP, as cartas controle classicas (de Shewhart) sdo
graficos que apresentam os valores de medi¢éo da varidvel de interesse no eixo vertical
e 0s pontos das medi¢cdes no eixo horizontal, e que sao interpretados em funcdo das
linhas horizontais denominadas Limite Superior de Controle (LSC), Linha Média (LM) e
Limite Inferior de Controle (LIC) (ALENCAR et al., 2004). N&o esta descrito na literatura
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0 uso desta ferramenta na analise de amostras forenses (provenientes de lotes de

apreensoes).

2.3.2 Métodos fisico-quimicos

A analise qualitativa e/ou quantitativa de medicamentos estd baseada em
meétodos fisico-quimicos descritos nos compéndios oficiais e amplamente utilizados no
desenvolvimento de metodologias analiticas adequadas. Os métodos utilizados neste

trabalho estédo descritos a seguir:

2.3.2.1 Espectrofotometria de absorcao naregido do infravermelho

A regido do infravermelho (IV) do espectro eletromagnético pode ser dividida em
trés regides, o IV proximo (12500 a 4000 cm™), o IV médio (4000 a 200 cm™) e 0 IV
longinquo (200 a 10 cm™). A interacdo entre a radiacéo infravermelha e a matéria causa
transicdes nos estados vibracionais e rotacionais associados com o estado eletrdnico
fundamental da molécula. Somente as ligacdes que apresentam um momento de dipolo
como consequéncia do seu movimento rotacional ou vibracional s&o capazes de
absorver radiacdo no IV (SKOOG et al, 2006; PAVIA et al, 2012).

Entre as trés regides, a espectrofotometria na regido do IV médio € mais
comumente utilizada na analise de farmacos, principalmente na identificacdo de
substancias ativas. A andlise nesta regido permite fornecer informacao estrutural de
uma molécula, ja que a absorcdo de cada tipo de ligacdo corresponde a regifes
especificas do espectro IV (PAVIA et al, 2012). Também é recomendada para a
identificagdo de compostos puros, pois como cada tipo de ligacdo tem sua prépria
frequéncia natural de vibracdo, o espectro de IV médio gerado a partir de uma amostra
pode ser comparado a de um padrdo conhecido, sendo que se a sobreposicdo dos
picos coincidirem, as substancias serdo as mesmas. Com o uso desta técnica também
€ possivel a deteccdo de impurezas presentes em uma amostra, pois pequenas

diferencas na estrutura e na constituicdo resultam em mudancgas significativas na
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distribuicdo das bandas de absorcdo (VOGEL, 2008). Recentemente esta técnica tem
sido utilizada em andlise forense para a classificacdo de lotes de apreensdo e no
desenvolvimento de métodos quantitativos associado a analise multivariada (CUSTERS
et al, 2015).

2.3.2.2 Cromatografia

7

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo que esta
fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacbes entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinacdes entre fases moveis e estacionarias a
torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo (DEGANI et al, 1998).

A CLAE é uma das técnicas mais utilizadas para a analise nas induastrias
quimicas e farmacéuticas. A técnica utiliza como fase moével uma mistura de solventes e
como fase estacionéaria colunas fechadas que sdo empacotadas com particulas muito
pequenas, com tamanho entre 1,7 a 5 um. Estas particulas proporcionam uma
separacdo mais eficiente em relacdo as outros tipos de cromatografia, entretanto
necessitam de pressdes mais elevadas para forcar a passagem da fase movel pela fase

estacionaria em um fluxo constante (HARRIS, 2012).

Associada a essa expansao nas Ultimas décadas, o desenvolvimento da CLAE
tem sido direcionado a necessidade de analises mais rapidas, porém sem o
comprometimento do desempenho cromatografico Para isso, a reducdo do tamanho
das particulas da fase estacionaria e das colunas foi a alternativa mais atrativa, porém
ficou limitada por um periodo por causa da elevada pressdo resultante desta
concomitante reducdo, que ndo é compativel com os sistemas cromatograficos
convencionais. Entretanto, o uso de fases estacionarias com reduzido tamanho de
particula deram origem a métodos cromatograficos denominados “fast”, como a UFLC e

a cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (CLUE) (MALDANER & JARDIM, 2009).

A UFLC e a CLUE sédo as mais recentes das técnicas de separacado. Estédo

baseadas nos mesmos principios da CLAE, porém utilizam fases estacionarias com
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particulas menores que 2 um. O uso destas particulas em conjunto com as altas
velocidades lineares da fase mdével aumenta a resolucdo e diminui o tempo das
andlises. Para tornar isto possivel, uma vez que a atual tecnologia de instrumentacéo
disponivel para a CLAE ndo € projetada para trabalhar em altas pressées, um novo
equipamento que pode operar em pressfes acima de 100 MPa foi introduzido e
adaptado as necessidades atuais. As modificacbes requeridas foram: capacidade de
trabalhar a pressées muito altas (100 MPa), volumes internos muito menores
(conexdes, alca de amostragem, cela do detector, bombas), celas do detector sem
dispersdo e com alta taxa de aquisicdo, melhoramento no sistema de controle e de
dados, colunas resistentes para trabalharem a altas pressdes e com baixo volume
morto, injetores com preciséo na faixa de volumes pequenos (MALDANER & JARDIM,
2009).

2.3.3 Desenvolvimento de métodos analiticos indicativos de estabilidade

Os métodos analiticos indicativos de estabilidade s&o utilizados para avaliar
guantitativamente a variacdo da substancia ativa na presenca de possiveis interferentes
e devem ser validados de acordo com as diretrizes estabelecidas no guia Q2 (R1) do
ICH (do inglés, International Conference on Harmonisation) (ICH, 2005). No Brasil, a
Resolucdo RDC n° 899 de 29 de maio de 2003 estabelece o guia para validacdo de
meétodos analiticos e bioanaliticos (BRASIL, 2003). Os parametros a serem avaliados
sao especificidade, linearidade, limites de deteccado (LD) e quantificacdo (LQ), preciséo,
exatidao e robustez (ICH, 2005; BRASIL, 2003).

O método deve medir com precisdo as mudancas na concentracado de produtos
ativos, sem a interferéncia de outros produtos de degradacao, impurezas e excipientes
(BLESSY et al, 2014). Nesse contexto, a cromatografia liquida vem sendo a ferramenta
analitica mais utilizada para a separacdo e quantificacdo das impurezas dos farmacos.
Entre os tipos de cromatografia liquida, aquelas consideradas “fast” vém sendo mais
empregadas para este fim por apresentarem melhor desempenho, menor tempo de
analise e menor consumo de solventes (MALDANER & JARDIM, 2009).
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2.3.4 Estudos de estabilidade de medicamentos

Os estudos da estabilidade de farmacos e medicamentos séo realizados a fim de
obter uma visdo sobre o mecanismo de degradacdo e uma estimativa da data de
validade de tal substancia. Desta forma, estes estudos desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento de medicamentos, de forma a garantir a qualidade do
produto final (MELVEGER E HUYNH-BA, 2009; MURAKAMI et al., 2009). Segundo a
RDC n° 1, de 29 de julho de 2005, os estudos de estabilidade podem ser classificados
como estudos de estabilidade acelerada, estudos de acompanhamento e estudos de
longa duracéo (BRASIL, 2005).

Além destes estudos, o teste de estresse ou teste de degradacéo forcada tem
por finalidade avaliar a exposi¢cdo do farmaco quando submetido a condi¢cdes mais
severas de degradacéo, excedendo as condic¢des utilizadas nos estudos de estabilidade
acelerada (BRASIL, 2012). Um dos principais objetivos a serem atingidos através desse
teste € demonstrar a especificidade ao desenvolver um método indicativo de
estabilidade, sobretudo quando poucas informacdes estdo disponiveis sobre os
possiveis produtos de degradacdo (SILVA et al, 2009a). A exposicao do insumo
farmacéutico ativo ou do produto acabado a condicbes de estresse, como estresse
térmico, hidrolise em meio alcalino e em meio acido, oxidacdo e fotdlise fornece
informacdes importantes acerca da estabilidade intrinseca da molécula e de suas
possiveis rotas de degradacéo (ICH, 2003).

Os estudos de degradacdo forcada também contribuem para a obtencdo de
dados cinéticos a respeito da decomposi¢cdo do farmaco. A avaliacdo da cinética de
degradacédo é fundamental para avaliar seu mecanismo de degradacdo, e assim
estabelecer uma relacdo entre a degradacdo do farmaco, a possivel formacdo de
produtos de degradacao e o tempo (SINKO, 2008).

Uma cinética de degradacéao envolve principalmente dois fatores, a ordem de
reacdo e a velocidade de reacdo, sendo que ao determinar a ordem de reacédo, €
possivel definir como a velocidade de reacdo varia de acordo com a concentracdo dos

reagentes. As principais ordens de reacao relacionadas a degradacao de
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medicamentos séo estabelecidas em ordem zero, primeira ordem e segunda ordem. As
reacoes de ordem zero sdo aquelas em que a velocidade de reacdo ndo depende da
concentracdo dos reagentes. Nas reacdes de primeira ordem a velocidade de reacgéo é
proporcional a concentracdo de um dos reagentes, enquanto nas reacdes de segunda
ordem a velocidade de reacdo € proporcional a concentracdo dos dois reagentes ou a
segunda poténcia da concentracdo de um dos reagentes (NULDEMAN, 1975; SINKO,
2008).

2.3.5 Avaliacdo da seguranca biologica

A avaliacdo da toxicidade de qualquer agente pode ser realizada por estudos
qgue utilizam modelos experimentais in vitro e/ou in vivo, sendo que estes podem
predizer os efeitos nocivos que o organismo humano pode desencadear quando
expostos as substancias (CAZARIN et al, 2004). Desta forma, estes modelos séo
ferramentas de suma importancia na avaliacdo da seguranca bioldgica de produtos de
degradacdo presentes em farmacos e medicamentos em quantidades superiores ao
especificado (ICH, 2006).

A legislacao brasileira, conforme descrito na RDC n° 58, de 20 de Dezembro de
2013, estabelece parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de
produtos de degradacdo em medicamentos. Segundo a resolucédo, a necessidade de
notificar, identificar e/ou qualificar o produto de degradac&o no decorrer do estudo de
estabilidade do medicamento deve ser considerada em relagdo a dose maxima
administrada por dia e o percentual degradado do farmaco apos teste de degradacao
forcada. Caso seja necessario qualificar o produto de degradacédo, deve-se estabelecer
o perfil de seguranca através da avaliacdo de estudos de seguranca biol6gica, como
estudos de citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade (BRASIL, 2013). A
citotoxicidade, ou teste de viabilidade celular, avalia a perda da integridade da
membrana celular (BUROW et al, 1998). Ja a mutagenicidade avalia a frequéncia de

micronucleos em linfocitos de sangue e a genotoxicidade avalia o dano genético
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através da avaliacdo das quebras de cadeias de DNA (SCHMID, 1975; FENECH, 2000;
SIGH, 1995).

2.3.6 Aplicacéo de analise multivariada na avaliagdo de medicamentos

Nos ultimos anos, a andlise multivariada vem se tornando uma ferramenta
importante no campo das ciéncias farmacéuticas. Devido ao desenvolvimento dos
equipamentos analiticos somados a melhoria da tecnologia dos computadores
pessoais, a ferramenta vem sendo utilizada para diversos fins analiticos (FERREIRA,
1999). Segundo Rajalahti & Ekalheim (2011), a ferramenta pode ser de extrema
importancia na area, pois consegue extrair o maximo de informacdo relevante dos
dados obtidos experimentalmente através de ferramentas matematicas e estatisticas,
onde se considera mais de uma variavel simultaneamente. Sendo assim, pode-se
conseguir uma interpretacdo mais facil dos resultados, além da possibilidade de
classificar as amostras e prever resultados. Ainda, a analise multivariada pode ser
utilizada na obtencdo de um desenho experimental, assim é possivel obter dados
relevantes em um numero reduzido de experimentos.

Os métodos de analise multivariada podem ser divididos em métodos de
classificagdo, onde as amostras analisadas sdo agrupadas de acordo com a
similaridade, e métodos de regressao, onde é possivel quantificar os componentes da
amostra. Os métodos de classificacdo, também conhecidos como métodos de
reconhecimento de padrbes, podem ser agrupados em supervisionados e nao
supervisionados (ROGGO et al, 2007).

Recentemente, a analise multivariada vem sendo empregada para o
monitoramento de fenbmenos fisicos e quimicos no processo de fabricagdo na industria
farmacéutica associada a técnicas como espectrofotometria de infravermelho (IV) médio
(CORNEL et al, 2008; TOGKALIDOU et al, 2002), espectrofotometria de IV proximo
(OTSUKA et al, 2002; RANTANEN et al, 2005; ROGGO et al, 2007) e
espectrofotometria Ramam (CORNEL et al, 2008; ROGGO et al, 2010; SASIC, 2007;
SIMONE et al, 2014).
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Além disso, a analise multivariada € também utilizada no controle de qualidade
fisico-quimico para a determinacgéo do teor de medicamentos. Diversos trabalhos foram
publicados utilizando métodos de regressdao associado as técnicas de
espectrofotometria de IV médio (MULLER et al, 2011; PARISOTTO et al, 2009; SILVA
et al, 2009b), espectrofotometria de IV proximo (MARQUES JR et al, 2015;
SARRAGUCA et al, 2011), espectrofotometria Raman (FRANSSON et al, 2010; SILVA
et al, 2011), espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e visivel (AHMED et al.,
2013; CANTARELLI et al., 2011; FERRARO et al., 2004; KHISHAYAND et al., 2010;
MOT et al, 2010; NAGAVALLI et al, 2010; SENA et al, 2004), cromatografia acoplada a
diferentes detectores (DINC et al., 2006; ORTIZ et al, 2010, ORTIZ et al, 2013a;
SIVAKUMAR et al, 2007). Ainda, a ferramenta pode ser empregada para estudos de
estabilidade em medicamentos (ALMEIDA et al, 2015; SOUZA et al, 2012)

Além do controle de qualidade de medicamentos, estudos de perfil fisico-quimico
associados a analise multivariada de dados podem ser aplicados nas ciéncias forenses,
sendo de grande utilidade para as autoridades policiais. Através das informacdes
obtidas podem ser estabelecidos vinculos quimicos e tecnoldgicos entre as amostras,
permitindo que materiais de diferentes apreensdes possam ser classificados em grupos
de amostras relacionadas. Varios trabalhos que combinam a andlise multivariada com
diferentes técnicas instrumentais para a identificacdo de medicamentos falsificados vém
sendo publicados nos ultimos anos (ANZANELLO et al, 2014a; ANZANELLO et al
2014b; CUSTERS et al, 2015; SABIN et al, 2013; SHAH et al, 2007; AVERJ et al, 2008;
ORTIZ et al, 2013a; ORTIZ et al, 2013b; DECONINCK et al, 2014).

Ortiz e colaboradores (2012) avaliaram as propriedades de pds-compressao de
comprimidos apreendidos de Cialis® e de Viagra®. Através do teste de estatistico de
Fisher, todas as amostras falsificadas de Viagra e Cialis foram diferenciadas das
auténticas, por meio de medidas de comprimento, espessura e peso. Utilizando a
ferramenta de analise multivariada, a Analise Hierarquica de Agrupamentos (HCA, do
inglés Hierarchical Cluster Analysis), os comprimidos com perfis fisicos semelhantes
foram agrupados, o que pode indicar uma producdao ilicita em comum. Observou-se que
a utilizacdo das caracteristicas de pos-compressao podem gerar, de um modo rapido,

confiavel e sem preparo de amostra, um perfil tecnolégico que se una aos demais
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métodos analiticos utilizados na rotina forense de deteccéo de falsificacdes de Cialis® e
de Viagra®.

Custers et al (2015) discriminaram amostras genuinas das ilegais de Viagra® e
Cialis® através de dados relacionados ao perfil fisico. Cinco caracteristicas de pés-
compressao de comprimidos foram consideradas: cor, peso, comprimento e espessura.
A ferramenta de analise multivariada CART (do inglés, Classification and Regression
Trees) resultou em uma boa discriminacdo entre os medicamentos genuinos e ilegais
(98,93% de taxa de classificacdo correta para o Viagra® e 99,42% para Cialis®),
sugerindo que o peso e comprimento foram as caracteristicas fisicas fundamentais que

determinam a discriminacéo observada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica indicativa de estabilidade por
UFLC para a determinacdo de SLD e avaliar a qualidade de comprimidos suspeitos de

falsificacdo utilizando ferramentas de analise multivariada.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizar a Substancia Quimica de Referéncia da SLD.

+ Desenvolver e validar uma metodologia por UFLC indicativa de estabilidade para
a quantificacdo de SLD em comprimidos.

* Avaliar a cinética de fotodegradacéo da SLD.

» Avaliar a seguranca biologica dos produtos de fotodegradacédo através dos testes
de citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade.

« Avaliar a qualidade de comprimidos de SLD suspeitos de falsificacdo utilizando
testes de resisténcia mecanica, teste de desintegracéo, teste de dissolucao e de
determinacao do teor.

* Avaliar o perfil fisico de comprimidos de SLD suspeitos de falsificacdo através da
determinacao da altura, do diametro e do peso utilizando analise hierarquica por
agrupamentos.

* Avaliar o perfil quimico de comprimidos de SLD suspeitos de falsificacao por

espectrofotometria no IV utilizando analise hierarquica por agrupamentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancia quimica de referéncia e produto farmacéutico

Substancia quimica de referéncia (SQR): A SLD utilizada como SQR foi
adquirida junto a empresa Pharmanostra (Sao Paulo, SP), com teor declarado em 99,70
%. Esta foi devidamente caracterizada e utilizada no desenvolvimento e validacdo do
método analitico por UFLC e na avaliacdo da seguranca biol6gica dos produtos de
degradacéao formados.

Produto farmacéutico adquirido comercialmente: Para o desenvolvimento e
validacdo do método analitico por UFLC, foram adquiridas no comércio local amostras
de Viagra® 50 mg (Pfizer), contendo quantidade declarada de 50 mg de SLD por
comprimido.

Produto farmacéutico apreendido: Para analise das caracteristicas fisico-
guimicas e tecnoldgicas utilizando ferramentas de andalise multivariada foram utilizadas
50 amostras apreendidas de SLD da marca Pramil® 50 mg (Novophar, Paraguai),
contendo quantidade declarada de 50 mg de SLD por comprimido e cedidas pela
Superintendéncia Regional da Policia Federal do Estado do Rio Grande do Sul. O teor
da amostra apreendida foi determinado por UFLC (de acordo com a metodologia

desenvolvida neste trabalho).

4.2 Equipamentos e acessorios

Os seguintes equipamentos foram utilizados para a realizacéo do trabalho:

* Aguecedor Nalgon — modelo 3320

« Balanca Shimadzu — modelo AY220°.

» Calorimetro exploratorio diferencial Shimadzu - modelo DSC-60.
+ Camara horizontal de vidro espelhada internamente.

« Cromatégrafo a liquido Shimadzu — Prominence®.
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« Desintegrador Nova Etica® - modelo 301-3.

« Dissolutor Varian® - modelo VK2000.

«  Durdmetro Nova Etica® - modelo 298.

+ Espectrofotdmetro de infravermelho Perkin Elmer — modelo Frontier Optica
» Espectrofotdmetro UV/Visivel Perkin EImer — modelo Lambda 35

« Estufa Nova Etica — Série 400°.

«  Friabildmetro Nova Etica® - modelo 300/1.

+ Lavadora Ultrass6nica Unique — modelo USC 2850A°.

* Microcomputador Dell, com processador core i7 3.40 GHz e 2 GB de memdéria
RAM.

« Paquimetro digital Pantec®.

+  Ponto de fusdo Gehake® - modelo PF1500.

«  Potenciémetro HANNA® - modelo 2220.

« Sistema de Filtracdo Ocean®.

+ Sistema purificador de agua, Millipore — Direct-Q 3 UV Ultrapure Water
Systems®.

« Software The Unscrambler® X

4.3 Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados para a realizacdo do trabalho:

«  Acetonitrila grau HPLC — J. T. Baker®

« Acido cloridrico 37% grau P. A. — Neon®
«  Acido férmico 85% grau P. A. — Synth®
« Agua ultrapura

+  Hidréxido de sodio grau P. A. — Impex®
«  Metanol grau P. A. — Neon®

«  Per6xido de hidrogénio 30% grau P. A. — Fmaia®
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«  Trietilamina grau P. A. — Merck®

4.4 Caracterizacdo da Substancia Quimica de Referéncia

As seguintes técnicas foram utilizadas para a caracterizacado da SQR de SLD.

4.4.1 Analise térmica por calorimetria exploratéria de varredura

A analise térmica por DSC pode ser utilizada na area farmacéutica para a
caracterizacao térmica e determinacao de pureza de farmacos, que pode ser realizada
pelo simples acompanhamento visual da curva DSC, observando a presenca dos
eventos térmicos caracteristicos do farmaco (OLIVEIRA et al., 2011). Para determinar a
faixa fusdo, deve-se observar a porcdo endotérmica da curva DSC que se afasta da
linha de base, retornando posteriormente a mesma. O inicio extrapolado da curva
determina a temperatura de fusdo (RODRIGUES et al., 2005).

Para a analise de SLD por DSC, utilizou-se um calorimetro exploratorio
diferencial por fluxo de calor, com controlador de fluxo para gas de purga nitrogénio,
com fluxo de 50 mL min™. Transferiu-se aproximadamente 3 mg de SLD para o porta-
amostra de aluminio, na qual foi selado e colocado no equipamento. A taxa de
aquecimento utilizada foi de 10°C min™ na faixa de temperatura entre 25 a 400°C. O
resultado obtido foi comparado a faixa de fusdo da matéria-prima de SLD obtida
experimentalmente através da analise no equipamento de ponto de fusdo, onde uma
pequena quantidade de amostra é compactada em um tubo capilar e observada na
célula de aquecimento até sua fusdo (BRASIL, 2010). Os resultados obtidos foram

comparados com dados disponiveis na literatura.
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4.4.3 Espectrofotometria de absorcao naregiao do ultravioleta

A absorcao da radiacdo UV pelas moléculas causa uma variacdo de energia, do
estado normal para um estado de maior energia ou estado excitado. A passagem ao
estado excitado ndo € de natureza continua realizando-se, geralmente, em etapas
chamadas de transi¢cdes. Na regido do UV as transicOes séo eletrbnicas e ocorrem em
porcdbes da molécula chamadas de cromoéforos. A identificacdo de substancias
farmacéuticas pode ser realizada utilizando a regido do UV. Os espectros obtidos
devem ser comparados frente ao espectro da SQR ou a dados disponiveis na literatura
(BRASIL, 2010).

O espectro de absorcdo no UV da matéria-prima de SLD foi obtido em solucéo
metandlica, na concentracéo de 45 pg mL™. A andlise foi realizada na faixa entre 200 a
400 nm, utilizando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico. Os resultados
obtidos foram comparados com dados disponiveis na literatura.

4.4.4 Espectrofotometria de absorcéo na regido do infravermelho médio

A espectrofotometria de absor¢éo no IV baseia-se no movimento vibracional dos
atomos da molécula. A presenca de bandas caracteristicas dos grupos funcionais da
molécula permite, através da analise do espectro, fornecer informacdes para ajudar na
elucidacdo estrutural da molécula (PAVIA et al, 2012). Entretanto, a analise de dados
obtidos por outras técnicas devem ser utilizados em conjunto para uma analise
qualitativa mais detalhada (SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro de absorcdo no IV da matéria-prima de SLD foi obtido utilizando o
acessorio de reflexdo total atenuada (ATR, do inglés Attenuated Total Reflectance). A
amostra, sem prévio tratamento, foi colocada sobre o acessério e o espectro foi
coletado na faixa de 4000 a 650 cm™, com resolucdo de 1 cm™ e 16 varreduras
realizadas. Os resultados obtidos foram avaliados de acordo com as bandas de

absorcéo especificas da molécula de SLD.
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4.5 Desenvolvimento de metodologia para a quantificacdo de Sildenafila em

comprimidos por UFLC

O método proposto foi desenvolvido utilizando um cromatégrafo a liquido
Shimadzu Prominence® UFLC, equipado com desgaseificador DGU-20A3, bombas LC-
20AD, injetor automatico SIL-20AC HT, forno de coluna CTO-20AC, detector de arranjo
de diodos (DAD) SPD-M20A e software LC Solution V. 1.24 SP1. Como fase
estacionaria foi utilizada uma coluna Thermo Scientific C-18 (100,0 mm x 4,6 mm x 3,0
pum). As fases méveis foram filtradas a vacuo, em membrana de nylon de didmetro do
poro de 0,45 uym e desgaseificadas em banho de ultrassom por 10 minutos. Para todas
as condicdes testadas o comprimento de onda mais adequado foi determinado a partir
da realizacdo de varredura nos comprimentos de ondas de 200 a 400 nm. Os
parametros de adequabilidade do sistema foram avaliados e levados em consideragao

para a escolha do método analitico mais adequado.

45.1 Preparo da solucdo contendo Substancia Quimica de Referéncia de
Sildenafila

Cerca de 22,5 mg de SLD foi pesada e transferida quantitativamente para um
baldo volumétrico de 50 mL com o auxilio de 30 mL de metanol. Apés a solucdo ser
submetida a banho ultrassonico por 20 minutos, o volume foi completado com metanol,
obtendo-se uma solucdo na concentracdo de 450 pg mL™ de SLD. Uma aliquota de 1
mL desta solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, e o seu volume

completado com metanol, obtendo a solucao de trabalho na concentracao de 45 pg mL’
1

4.5.2 Preparo da solucao contendo comprimidos de Sildenafila

Levando em consideracdo o valor do peso médio dos comprimidos de SLD,

cerca de 2,25 mg de SLD foi pesada e transferida quantitativamente para um baldo
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volumétrico de 50 mL com o auxilio de 30 mL de metanol. Apos a solucdo ser
submetida a banho ultrassénico por 20 minutos, o volume foi completado com metanol,

obtendo-se a solucéo de trabalho na concentracdo de 45 pg mL™ de SLD.

4.5.3 Condi¢bes cromatograficas testadas

Para a definicdo inicial da fase movel a ser utilizada no desenvolvimento do
método, foi levado em consideracdo a monografia descrita na Farmacopeia Americana
(2014) para a quantificacdo de SLD em matéria-prima, que utiliza uma fase movel
composta por Acetonitrila (ACN) como solvente organico e Trietilamina (TEA) como
solvente aquoso na temperatura de 50°C. Assim, foram propostas alteracées na

proporcao do solvente orgéanico, no fluxo e no pH, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Alteragdes utilizadas no desenvolvimento do método.

Condicéo Valores utilizados
Solvente organico — ACN (%) 40 -50-60
Fluxo (mL min™) 0,7-0,8-09
pH 3,0-4,0

4.6 Validacdo de metodologia para a quantificacdo de Sildenafila em comprimidos
por UFLC

Para a validacdo do método analitico proposto, foram levadas em consideracéo
as diretrizes estabelecidas no guia Q2 (R1) do ICH (ICH, 2005) e na RDC n° 899 de 29
de maio de 2003 (BRASIL, 2003). Os parametros validados foram especificidade,
linearidade, limites de deteccéo e quantificacdo, precisao, exatidao e robustez.
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4.6.1 Especificidade

E a capacidade que o método possui de determinar exatamente um composto
em presenca de interferentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz (BRASIL, 2003).

A especificidade do método proposto foi determinada através da avaliacdo da
possivel interferéncia dos excipientes da formulacdo e de potenciais produtos de
degradacgéo na deteccéo e quantificacdo da SLD. Desta forma, a amostra de SLD SQR
foi submetida a condicdes de degradacéo forcada (luz, calor, oxidacédo, hidrélise acida e
hidrolise basica). A interferéncia dos excipientes e dos provaveis produtos de
degradacdo formados na analise de SLD foi avaliada através da pureza do pico
cromatografico, sendo considerados adequados valores de pureza de pico = 99,99%
(BRASIL, 2003).

4.6.1.1 Avaliacao da interferéncia dos excipientes da formulacéo

Para o preparo da amostra simulada de excipientes foram utilizados os
excipientes descritos na bula do medicamento de referéncia (Viagra®). As
concentracdes utilizadas foram com base na especificacdo maxima de cada excipiente,
obtida na literatura e estimadas a partir do peso médio dos comprimidos (KIBBE et al,
2000). Os excipientes utilizados foram celulose microcristalina, fosfato de célcio
dibasico anidro, croscarmelose sodica, estearato de magnésio, hipromelose, lactose,

triacetina, indigo carmim aluminio laca e diéxido de titanio.
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4.6.1.2 Avaliacao da interferéncia dos produtos de degradacao

4.6.1.2.1 Degradacéao fotolitica

Para a avaliacdo da especificidade frente a degradacao fotolitica foi avaliada a
influéncia de dois solventes, agua e metanol, com o objetivo de observar possiveis
diferencas na formacao de produtos de degradacéo.

Cerca de 22,5 mg de SLD SQR foi pesada e transferida quantitativamente para
um balédo volumétrico de 50 mL com o auxilio de 30 mL do solvente. Apés a solucao ser
submetida a banho ultrassénico por 20 minutos, o volume foi completado obtendo-se
uma solucdo na concentracdo de e 450 pg mL™* de SLD. Aliquotas de 1 mL foram
transferidas para cubetas de quartzo com caminho éptico de 1 cm e submetidas a
radiacdo de lampada UVC-254 nm por 2 horas em uma camara horizontal de vidro
espelhada internamente (80 x 25 x 35cm). Apds, o volume foi transferido para um balédo
de 10 mL e o volume completado com o solvente, obtendo-se uma concentragao teérica
de 45 pg mL™ de SLD. Filtrou-se a solucdo em filtro de membrana de nylon de 0,45 pm
antes das injecGes. Preparou-se uma solucdo controle para a analise do tempo zero,
sob as mesmas condi¢fes e protegidas da luz. O procedimento foi realizado para cada

solvente estabelecido. As solucBes foram preparadas em triplicata.

4.6.1.2.2 Degradacéo térmica

Cerca de 22,5 mg de SLD SQR foi pesada e transferida quantitativamente para
um baldo volumétrico de 50 mL com o auxilio de 30 mL de agua. ApoOs a solucao ser
submetida a banho ultrassdnico por 20 minutos, o volume foi completado com agua,
obtendo-se uma solugéo na concentracdo de 450 pg mL™ de SLD. Esta solucdo foi
mantida em repouso por 72 horas em estufa pré-aquecida a 55°C. Apos esse periodo,
uma aliquota de 1 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e o seu
volume foi completado com metanol, obtendo-se uma concentracdo teodrica de 45 ug

mL™ de SLD. Filtrou-se a solug&o em filtro de membrana de nylon de 0,45 ym antes das
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injecdes. Preparou-se uma solucao controle para a analise do tempo zero. As solucdes

foram preparadas em triplicata.

4.6.1.2.3 Degradacéo oxidativa

Cerca de 22,5 mg de SLD SQR foi pesada e transferida quantitativamente para
um baldo volumétrico de 50 mL com o auxilio de 10 mL de metanol. Apés a solucéo ser
submetida a banho ultrassénico por 20 minutos, o volume foi completado com peréxido
de hidrogénio (H,0,) 10%, obtendo-se uma solucéo na concentracgéo de 450 pg mL™ de
SLD. Esta solucéo foi armazenada por 72 horas, protegida de luz e calor. Uma aliquota
de 1 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e o seu volume foi
completado com metanol, obtendo-se uma concentracéo tedrica de 45 ug mL™ de SLD.
Filtrou-se a solucdo em filtro de membrana de nylon de 0,45 pym antes das injecdes.
Preparou-se uma solucédo controle para a andlise do tempo zero. As solu¢cdes foram

preparadas em triplicata.

4.6.1.2.4 Degradacéo acida

Cerca de 22,5 mg de SLD SQR foi pesada e transferida quantitativamente para
um baldo volumétrico de 50 mL, onde o volume foi completado com &cido cloridrico
(HCI) 1 mol L™, obtendo-se uma solugdo na concentracdo de e 450 ug mL™* de SLD.
Esta solucdo foi levada a refluxo a 80°C por 6 horas. Uma aliquota de 1 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, neutralizada com 1 mL de hidréxido de
s6dio (NaOH) 1 mol L™ e o seu volume foi completado com metanol, obtendo-se uma
concentracdo teérica de 45 pg mL™ de SLD. Filtrou-se a solucdo em filtro de membrana
de nylon de 0,45 ym antes das injecdes. Preparou-se uma solugao controle para a

analise do tempo zero. As solu¢cdes foram preparadas em triplicata.
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4.6.1.4.5 Degradacédo bésica

Cerca de 22,5 mg de SLD SQR foi pesada e transferida quantitativamente para
um baldo volumétrico de 50 mL, onde o volume foi completado com NaOH 1 mol L7,
obtendo-se uma solugéio na concentracdo de e 450 ug mL™ de SLD. Esta solugéo foi
levada a refluxo a 80°C por 6 horas. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para um balédo
volumétrico de 10 mL, neutralizada com 1 mL de HCI 1 mol L™ e o seu volume foi
completado com metanol, obtendo-se uma concentracéo teérica de 45 pg mL™* de SLD.
Filtrou-se a solugdo em filtro de membrana de nylon de 0,45 pym antes das injecdes.
Preparou-se uma solugcdo controle para a andlise do tempo zero. As solu¢des foram

preparadas em triplicata.

4.6.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica em demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado (BRASIL, 2003). A linearidade foi determinada pela
construcéo de trés curvas de calibragcdo com cinco pontos cada. Para a construcéo da
curva de calibracdo, pesou-se cerca de 15 mg de SLD SQR, e transferiu-se
guantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL com o auxilio de 30 mL de
metanol. Apés a solucéo ser submetida a banho ultrassénico por 20 minutos, o volume
foi completado com metanol, obtendo-se uma solugéo na concentracdo de 300 pg mL™
de SLD. Desta solucéo, foram transferidas aliquotas de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mL com
o auxilio de uma bureta para baldes de 10 mL, sendo o volume completado com
metanol, obtendo-se as concentrages finais de 15,0; 30,0; 45,0; 60,0 e 75,0 pg mL™,
respectivamente.

Com os resultados obtidos foi tragado um grafico a partir da plotagem das areas
obtidas em funcéo das respectivas concentracdes de SLD. A linearidade foi avaliada a

partir do coeficiente de correlacado (r) e da analise de variancia (ANOVA).
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4.6.3 Limites de deteccao e quantificagéo

O LD e LQ foram calculados a partir das férmulas descritas na RDC n° 899 de 23
de maio de 2003 (BRASIL, 2003), baseadas na razdo entre o desvio padrdo dos
coeficientes lineares das curvas de calibracdo obtidas no ensaio de linearidade e a
média dos coeficientes angulares destas respectivas curvas, multiplicados por 3,0 e
10,0, respectivamente.

4.6.4 Precisao

A precisao € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisao foi avaliada
em termos de repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (precisdo
interdia). Para o calculo da repetibilidade foi considerado o desvio padrao relativo (DPR)
da quantificacéo de seis amostras do produto farmacéutico de SLD na concentragéo 45
pug mL™ em um Unico ensaio. Para o célculo da precisdo intermediaria, foi considerado
o DPR da comparacdo entre seis amostras do produto farmacéutico de SLD na
concentracdo 45 ug mL™ realizadas em trés dias diferentes, por analistas diferentes. Os
resultados foram considerados precisos para DPR ndo superiores a 2% (BRASIL,
2003).

4.6.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. A exatiddo do método deve ser
determinada ap0s o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, nove determinacdes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, trés concentracdes, baixa,

média e alta, com trés réplicas cada. A exatiddo é expressa pela relagdo entre a
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concentracdo meédia determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica
correspondente (BRASIL, 2003).

Para o ensaio da exatiddo, pesou-se cerca dede 15 mg de SLD SQR, e
transferiu-se quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL com o auxilio de
30 mL de metanol. A amostra simulada de excipientes foi adicionada, e a solucao foi
submetida a banho ultrassénico por 20 minutos. Apés, o volume foi completado com
metanol, obtendo-se uma solucdo na concentracdo de 300 ug mL™ . Ap6s a filtracdo da
solucéo, foram transferidas aliquotas de 1,0; 1,5 e 2,0 mL com o auxilio de uma bureta
para balées de 10 mL, sendo o volume completado com metanol, obtendo-se as

concentracdes de 30,0; 45,0 e 60,0 pg mL™, respectivamente.

4.6.6 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagbes dos pardmetros analiticos. Esse parametro indica
sua confianga durante o uso normal (BRASIL, 2003).

O ensaio de robustez foi realizado através de uma analise fatorial, com a
utilizacdo do desenho experimental de Plackett—Burman, que permite ndo somente
variar uma série de fatores em um numero reduzido de experimentos, como também
possibilita determinar o efeito de cada um dos fatores no sistema cromatogréafico. A
partir dos parametros normais, sao feitas pequenas alteracdes em um nivel acima e um
nivel abaixo para cada fator avaliado (HEYDEN et al., 2001). As condi¢des testadas

para a robustez estdo na Tabela 2.
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Tabela 2. Fatores avaliados no ensaio de robustez.

Parametro Nivel (-) Condicao normal Nivel (+)
pH 3,8 4 4,2
Proporcéo de ACN 38 40 42
Temperatura do forno da
45 50 55
coluna
Fluxo da fase movel 0,67 0,7 0,73
Comprimento de onda de
B 287 290 293
detecc¢éo
Coluna cromatogréfica 10 cm 10 cm 15cm

A realizacdo do ensaio de robustez foi conduzida a partir da analise de solucdes
com a amostra simulada de excipientes, a SLD SQR e a SLD produto farmacéutico, em
duplicata, para cada condicdo estabelecida. A Tabela 3 demonstra os niveis e 0s
fatores avaliados para cada experimento. Os fatores Dummy foram utilizados apenas
para completar o numero de fatores no desenho experimental e para calcular o erro do
experimento (HEYDEN et al., 2001).

Tabela 3. Desenho experimental de Plackett—Burman para o teste da robustez.

Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH + - + - - - + + + - + -
Dummy + + - + - - - + + + - -
Temperatura - + + - + - - - + + + -
Deteccéo + - + + - + - - - + + -
Dummy + + - + + - + - - - + -
Dummy + + + - + + - + - - - -
Dummy - + + + - + + - + - - -

% ACN - - + + + - + + - + - -
Coluna - - - + + + - + + - + -
Fluxo + - - - + + + - + + - -

Dummy - + - - - + + + - + + -
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O efeito de cada um dos fatores é calculado pela Equacéo 1:

XY (+) XY (-)
E, = N/2 - N/2 (1)

onde Ex é o efeito do fator, > Y(+) e ) Y(-) a soma das respostas do fator em analise
em seu nivel acima (+) e em seu nivel abaixo (-) e N € o niumero de experimentos no

desenho experimental (HEYDEN et al., 2001).

Para calcular a estimativa do erro experimental, usou-se a Equacéo 2:

’2 Ezumm
Ee - TZTTO > (2)

onde E. é a estimativa do erro aleatério do experimento e ¥ E?qummy € a soma quadrada
do nerro dos Dummy (HEYDEN et al., 2001).

A significancia dos fatores em analise foi determinada através do teste t de
Student. O valor de t calculado foi comparado com o de t tabelado para um nivel de
significancia de 5 %.

4.7 Cinética de degradacao fotolitica
4.7.1 Preparo das solucdes

A degradacdo fotolitica foi conduzida em dois solventes (Agua e metanol) com o
objetivo de observar possiveis diferencas na formacao de produtos de degradacéo e
comparar os parametros cinéticos ao submeter o farmaco aos solventes com diferentes
propriedades.

Uma solucdo de 500 ug mL™ foi preparada através da pesagem de 25 mg de
SLD, sendo transferido para baldo volumétrico de 50 mL com o auxilio de 30 mL do



52

respectivo solvente. Apos ser submetido a banho ultrassénico por 20 minutos, o volume
foi completado. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para cubetas de quartzo com
caminho oOptico de 1 cm e submetidas a radiacdo. As solu¢Bes foram analisadas nos
tempos 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos para o solvente aquoso e 30, 45, 60,
90 e 120 minutos para solvente metandlico. Apos, o volume da cubeta foi diluido 10
vezes utilizando baldo volumétrico de 10 mL. Preparou-se uma solucéo controle para a

analise do tempo zero para ambas as condicdes e protegidas da luz.

4.7.2 Quantificacdo das amostras

ApoOs a coleta, as amostras foram submetidas a andlise por UFLC, utilizando as

condicBes estabelecidas no desenvolvimento do método proposto neste trabalho.

4.7.3 Determinacado da ordem de reacdo e parametros cinéticos

A ordem de reacdao foi estabelecida pela relagéo obtida entre a concentracéo da
substéancia reagente em funcéo do tempo (ordem zero), o logaritmo da concentracéo da
substancia reagente em funcao do tempo (primeira ordem) e o inverso da concentracao
da substancia reagente em funcdo do tempo (segunda ordem). A ordem de reacao foi
definida a partir do coeficiente de correlacdo (obtido a partir da regressao linear
caracteristico de cada ordem) mais proximo da unidade.

Apoés determinar a ordem da reacdo, 0s seguintes parametros cinéticos foram
calculados: tsoe%, que é 0 tempo necessario para que o farmaco atinja 50% de seu teor
declarado (tempo de meia vida), e tgow, que € 0 tempo necessario para que o farmaco

atinja 90% de seu teor inicial e a constante de velocidade de reacgéo (k).

4.8 Avaliacao da seguranca bioldgica

Nos ensaios de citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade foram avaliados

os efeitos da SLD SQR e da solucdo de SLD SQR em meio aquoso na presenca de
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produtos de fotodegradacdo (SLD-PD) em cultura de leucécitos humanos. A
citotoxicidade foi avaliada através do parametro de viabilidade celular; a
mutagenicidade através da frequéncia de micronucleo em linfécitos; e a genotoxicidade
através do indice de dano ao DNA, pelo Ensaio Cometa.

As culturas de leucécitos foram preparadas por meio de uma amostra de sangue
coletada através da puncdo venosa de um voluntéario. Este procedimento foi aprovado
pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria (Carta de
aprovacao n° 23.081.012330/2006-94). Para o preparo da suspensdo de células, 7,5
mL de sangue foram imediatamente transferidos para um meio de cultura contendo 75
mL de RPMI 1640, suplementado com 25% de soro fetal bovino e 3,0% de
estreptomicina / penicilina, 2% fitohemaglutinina conforme descrito por Montagner e
colaboradores (2010). Os ensaios de seguranca bioldgica foram realizados em parceria

com o laboratério Nubiotoxim (Unipampa, Campus Uruguaiana).

4.8.1 Preparo da amostra

Para avaliacdo da seguranca biolégica, uma solucdo 500 ug mL™ de SLD SQR
foi preparada utilizando &gua como solvente, sendo esta definida como solugdo
estoque. Esta solucdo foi diluida utilizando uma solucdo de tampao fosfato pH 7,4
(PBS) até as concentracdes de 1,2 ug mL™, 1,6 pg mL™ e 2,0 yg mL™. Aliquotas destas
solucbes foram adicionadas a suspensao celular até obter as concentracées de 120,
160 e 200 ng mL™. Em seguida, a cultura de células contendo as amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 37°C por 72 horas. As diluicbes da solucdo de SLD-PD
obtidas frente a exposicéo fotolitica por 90 minutos foram processadas da mesma forma
que as realizadas para a solugcdo estoque. Um controle negativo utilizando PBS
adicionado de uma suspenséao celular também foi utilizado no ensaio, assim como um
grupo controle positivo onde se preparou uma suspensao celular a qual foi adicionada
de H,O; (100 uM).
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4.8.2 Método do Azul de Tripan

O método do Azul de Tripan avalia a viabilidade celular através da perda da
integridade da membrana, procedimento descrito por Burow e colaboradores (1998).
Uma aliquota celular proveniente das culturas de leucdcitos foi misturada ao corante
Azul de Tripan, colocada em camara de Neubauer e visualizada no microscopio em
aumento de 400x. A diferenciacdo entre células viaveis e inviaveis se deu pela

observacgéo da cor azul nas células inviaveis (Figura 2).

Figura 2: Interpretacéo do teste de viabilidade celular (400X).

/ Leuckito Inviawe
A

~ LeucoHato Vidwed

(Fonte: autor).

4.8.3 Teste do microntcleo

A avaliacdo da frequéncia de micronucleos em linfocitos humanos foi avaliada
através do Teste do Micronucleo, de acordo com a técnica descrita por Schmid (1975).
Nesta técnica, as laminas foram analisadas em microscépio em um aumento de 1000x
e classificadas de acordo com a presenca de: células mononucleadas com a presenca
de um, dois ou trés micronucleos, além de células em necrose ou apoptose (Figura 3).
Os resultados s&o apresentados como indice de Divisdo Nuclear, calculado de acordo
com Fenech (2000).
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Figura 3: Interpretacdo do teste de micronlcleos (400X). Em “A” uma célula binucleada com um
micronlcleo, e em “B” outra célula binucleada com trés micronucleos.

(Fonte: autor)

4.8.4 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa é realizado a partir da técnica descrita por Singh (1995). Apés
a incubacao e homogeneizacao das amostras celulares com agarose de baixo ponto de
fusdo, as mesmas foram colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose 1,5% e
incubadas em solucdo de lise. Apds, as laminas foram submetidas a corrida
eletroforética — 20 min, 300 mA, 25 V; em tamp&do NaOH 300 mM e pH>13. Posterior
ao processo de eletroforese, as laminas foram neutralizadas e secas em temperatura
ambiente. ApGs secagem, as laminas foram fixadas, secas novamente, reidratadas e
coradas com solucdo de nitrato de prata. Os danos ao DNA foram classificados de
acordo com o indice de dano, avaliado a partir da migracao das proteinas do DNA, que
pode variar de 0 (sem dano) até 4 (maximo de dano). O dano ao DNA foi calculado a
partir das células com diferentes classificacbes de danos (Figura 4); o indice de dano
varia de 0 (100 células x 0 quando ndo houve dano) a 400 (100 células x 4, quando

ocorreu 0 maximo de dano).
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Figura 4: Interpretacdo do teste cometa (400X). Observamos, da esquerda para a direita, danos
progressivos de zero até trés.
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(Fonte: autor)

4.8.5 Andlise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em software estatistico especifico. As
andlises foram avaliadas por ANOVA de duas vias seguida de teste Post-Hoc de
Dunnet’s. Foram considerados significativos os resultados com valor de p<0,05. Para
os controles negativos (PBS pH 7,4) e positivos (H,O, 100 yM) foram considerados

significativos os resultados com valor de p<0,0001.
4.9 Controle de qualidade de comprimidos de Sildenafila apreendidos

Testes para controle de qualidade de formas farmacéuticas sélidas em dose
unitaria (determinacdo de peso, determinacdo de resisténcia mecanica, teste de
desintegracédo e teste de dissolu¢do) foram aplicados a amostra (comprimidos de SLD
da marca Pramil® 50 mg) de acordo com os critérios estabelecidos pela Farmacopeia
Americana (USP, 2014). As dimensbes dos comprimidos (altura e diametro) foram
determinadas utilizando paquimetro digital. A determinacdo do teor foi realizada de
acordo com a metodologia por UFLC desenvolvida neste trabalho. As amostras de SLD
foram disponibilizadas em cartelas individuais contendo 20 comprimidos (Figura 5) sem
indicacdo da procedéncia (origem) das mesmas. Desta forma, considerando que os
comprimidos da mesma cartela representariam um mesmo processo de producéo,

independente da procedéncia, cada cartela foi considerada um lote e submetida aos
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procedimentos a seguir, utilizando um n = 3 comprimidos para todos os testes de
qualidade.

Figura 5. Amostra apreendida de Pramil® 50 mg.

(Fonte: autor)

4.9.1 Determinacdao de resisténcia mecanica

49.1.1 Teste de dureza

Para determinar a resisténcia dos comprimidos, estes foram submetidos a
ruptura sob pressao radial através de aparelhagem especifica. O teste foi realizado com
trés comprimidos, eliminando qualquer residuo superficial antes de cada determinacao.
Os comprimidos foram testados, individualmente, obedecendo sempre a mesma
orientacdo espacial. Nenhuma unidade testada deve apresentar dureza inferior a 30
Newtons ao final do teste (BRASIL, 2010; USP, 2014).
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4.9.3.1. Teste de friabilidade

Para a determinacdo da friabilidade, foram pesados trés comprimidos e
transferidos para o friabildometro. A velocidade foi ajustada para 25 rotacdes por minuto
e 0 tempo de teste para 4 minutos. Decorrido o intervalo, foi removido qualquer residuo
de p6 da superficie dos comprimidos e os mesmos foram novamente pesados. Foram
considerados aceitaveis os comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5% do seu
peso (BRASIL, 2010; USP, 2014).

4.9.2 Teste de desintegracao

Para avaliar a desintegracéo, foi adicionado um comprimido em cada cesta (n=3)
e coberto com um disco. Como liquido de imerséo, foi utilizando agua na temperatura
de 37 °C. O teste teve a duragdo de 30 minutos, conforme estabelecido como critério
geral para comprimidos na farmacopeia (USP, 2014). Ao final do intervalo de tempo foi
cessado o movimento da cesta e observado se o material foi completamente
desintegrado (BRASIL, 2010; FDA, 2008; USP, 2014).

4.9.3 Teste de dissolucao

Devido a auséncia de monografias oficiais para comprimidos de SLD, o teste de
dissolucéo foi realizado conforme “The Guidance for industry — Dissolution Testing and
Specification”, que estabelece os critérios e especificacbes do teste de dissolucdo para
novas formas farmacéuticas sélidas orais que pertencem a Classe 1 ou Classe 3 pelo
SCB (FDA, 2015a). Segundo ODRIOZOLA e colaboradores (2007), a SLD é um
farmaco de Classe 1, com alta solubilidade e alta permeabilidade. Para esta classe, o
guia estabelece as seguintes condicOes para o teste de dissolu¢cdo: meio HCI 0,01 M
(500 mL) a 37°C, 100 rota¢Bes por minuto, aparato cesta por 30 minutos. Desta forma,
trés comprimidos foram submetidos ao teste de dissolucéo nas condi¢Bes estabelecidas

pelo guia. Apos o teste, 4 mL do meio foram transferidos para um baldo volumétrico de
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10 mL e o volume completado com &agua, obtendo-se a solucdo de trabalho na
concentracéo de 40 ug mL™ de SLD. Uma solucéo utilizando a SQR de SLD na mesma
concentragdo foi preparada. As amostras foram devidamente filtradas e analisadas em
UFLC, utilizando as condi¢Bes estabelecidas no desenvolvimento do método para a
determinacao de SLD.

Como critério de aceitagdo, o produto deve cumprir as exigéncias descritas na
Tabela 4. O termo Q corresponde a quantidade dissolvida de farmaco, expressa como
porcentagem da quantidade declarada. Os valores 5%, 15% e 25% também

representam porcentagens da quantidade declarada (USP, 2014).

Tabela 4. Critérios de aceitagdo para o teste de dissolucdo de formas farmacéuticas de liberacéo
imediata (USP, 2014 - adaptado).

Estagios Critérios de aceitacao
E; Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a Q + 5%.
E, Média (E; + E,) é igual ou maior que Q e nenhuma unidade
apreseta resultado inferior a Q - 15%.
Média (E; + E, + E3) é igual ou maior do que Q, ndo mais que
Es duas unidades apresentam resultados inferiores a Q - 15% e

nenhuma unidade apresenta resultado inferior a Q - 25%.

4.9.4 Determinacao do teor

Para a determinacdo do teor da SLD na amostra apreendida, foi levado em
consideracéo o valor do peso médio dos comprimidos (n=3). Cerca de 2,25 mg de SLD
foi pesada e transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL com o
auxilio de 30 mL de metanol. Apés a solucao ser submetida a banho ultrassénico por 20
minutos, o volume foi completado com metanol, obtendo-se a solugcéo de trabalho na
concentracdo de 45 ug mL™ de SLD. Uma solucdo utilizando SQR foi preparada na
mesma concentracdo. As amostras foram devidamente filtradas e analisadas em UFLC,
utiizando as condigbes estabelecidas no desenvolvimento do método para a

determinacdo de SLD. A partir da determinacgéo do teor médio para cada lote (n=3), foi
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determinado o teor individual de cada comprimido (para fins de construcdo dos limites

da carta controle).

4.9.5 Avaliacdo do perfil fisico de comprimidos

4.9.5.1 Altura e diametro dos comprimidos

A medicao das dimensfes da altura e diametro do comprimido foi realizada a fim
de se obter o perfil fisico de cada amostra. Para a obtencéo dos dados foi utilizado um
paquimetro digital (CUSTERS et al, 2015). Trés comprimidos de cada cartela foram
analisados, obtendo-se valores médios e o DPR para diametro e altura.

4.9.5.2 Determinacao de peso de comprimidos

Para verificar o peso médio dos comprimidos, foi determinada a massa de trés
comprimidos individuais utilizando uma balanca analitica. ApG6s determinar o peso
médio, foram observados os critérios de avaliacao para determinar o limite de variacédo
permitido de acordo com a tabela 5 (BRASIL, 2010; USP, 2014).
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Tabela 5. Critérios de avaliacdo da determinagao de peso para formas farmacéuticas sélidas em
dose unitaria (BRASIL, 2010).

Formas farmacéuticas em dose o Limites de
. Peso médio o
unitaria variacao
Comprimidos néo revestidos ou 80 mg ou menos +10,0 %
revestidos com filme, comprimidos Mais que 80 mg e menos
- +7,5%
efervescentes, comprimidos que 250 mg > %
sublinguais, comprimidos vaginais e
. 250 mg ou mais +50
pastilhas.
25 mg ou menos +150%
Mais que 25 mg e até 150 mg +10,0 %

Comprimidos com revestimento _
Mais que 150 mg e menos que

acucarado (dradgeas) +75%
300 mg
300 mg ou mais +50%
Cépsulas duras e moles, capsulas Menos que 300 mg +10,0%
vaginais 300 mg ou mais £75%
Supositérios e 6vuos Independente do peso médio +50%
Pés estéreis, pos liofilizados e pds para _
L Mais que 40 mg +10,0 %
injetaveis

o Menos que 300 mg +10,0%

Pds para reconstituicao (uso oral) .
300 mg ou mais +75%

4.9.6 Avaliacdo de comprimidos de Sildenafila através do Controle Estatistico de

Processo

O CEP foi aplicado com o objetivo de verificar se existe variagdo nas
caracteristicas fisicas (altura, diametro e peso), no percentual dissolvido e no teor dos
comprimidos de SLD apreendidos, ja que ndo havia informacéo sobre a procedéncia da
amostra. Visto que as cartas controle sdo uteis para verificar a variacdo entre as
amostras de um lote ou a variacdo entre lotes, as cartas controle classicas de Shewhart
foram interpretadas em funcéo do LSC, LM e LIC, sendo os valores obtidos através das
equacodes 3, 4 e 5 respectivamente.
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_ o
LSC=X+3.= (3)
LM =X (4)
_y_2 9
LIC=X-3.% (5)

Onde: X é a média das amostras, 0 o desvio padrdo entre as amostras e n é o tamanho
da amostra (este definido pelo numero de amostra do lote em estudo) (WARHOLAK &
NAU, 2010).

O processo é considerado estatisticamente estavel se a distribuicdo dos pontos
na carta controle for aleatéria em torno da linha média, sem que haja tendéncias
crescentes ou decrescentes, ciclos ou pontos fora dos limites de controle (RAMOS,
2000).

4.9.7 Analise multivariada aplicada ao perfil fisico de comprimidos de Sildenafila

A avaliacao dos dados referentes ao perfil fisico dos comprimidos foi realizada
com o intuito de verificar se estas caracteristicas poderiam indicar alguma similaridade
entre os lotes de procedéncia desconhecida. Para isto, a andlise multivariada de dados
foi aplicada devido a sua capacidade de avaliar mais de uma variavel simultaneamente,
podendo indicar uma correlacdo entre elas através de métodos de classificacdo, como
o HCA (RIBEIRO et al., 2007).

O pré-processamento utilizado foi autoescalamento de dados, que consiste em
centrar os dados na média e dividir pelo respectivo desvio padrédo (GELADI &
KOWALSKI, 1986). A andlise multivariada foi realizada através do software The
Unscrambler® X (CAMO, USA). Para o método de HCA, foi avaliada a formacéo de
clusters no dendrograma (considerando peso, altura e didmetro como variaveis) e o
percentual de similaridade entre as amostras. O indice de similaridade = 70% foi

considerado satisfatorio na avaliagdo da formagao dos grupos.
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4.9.8 Analise multivariada aplicada ao perfil quimico de comprimidos de

Sildenafila

A avaliacdo dos dados referentes ao perfil quimico dos comprimidos foi realizada
com o intuito de verificar se estas caracteristicas poderiam indicar alguma similaridade
entre os lotes de procedéncia desconhecida. A partir de um mistura obtida através de
trés comprimidos triturados de uma mesma cartela, uma pequena quantidade da
amostra foi transferida para o espectrofotdmetro de IV médio. A aquisicdo do espectro
foi realizada através do método ATR. Para cada lote, foi realizada uma analise em
triplicata, obtendo-se um espectro médio. As condi¢cBes de analise utilizadas foram:
regido entre 1800 — 650 cm™, resolucdo 1 cm™ e média de 16 varreduras. A anélise dos
dados obtidos foi realizada através do software The Unscrambler® X (CAMO, USA),
utilizando o método de HCA. Os dados espectrais foram pré-processados através da
centralizacdo na média. A formacao de clusters no dendrograma foi avaliada através do

percentual de similaridade entre as amostras



64

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo da substancia quimica de referéncia

A matéria-prima SLD, adquirida da empresa Pharmanostra (S&o Paulo, SP), foi
submetida aos testes descritos abaixo com o objetivo, a partir da sua caracterizacao
fisico-quimica, utilizd-la como SQR.

5.1.1 Andlise térmica calorimetria exploratdria de varredura

A Figura 6 mostra a curva DSC obtida na andlise de SLD. Observa-se o pico
endotérmico na temperatura de 196 °C, estando proximo dos valores obtidos
experimentalmente pelo método de capilar (faixa de 192,3°C a 193,2°C) e de acordo

com os valores do ponto de fusédo para SLD descritos na literatura (BARROS, 2014).

Figura 6. Curva obtida através da analise por calorimetria exploratoria de varredura.
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5.1.3 Espectrofotometria de absor¢ao na regido do ultravioleta

O espectro de absorcdo na regido do UV esta representado na Figura 7. Foram
observados os maximos de absor¢cdo em 225 nm e 290 nm, de acordo com o descrito

em trabalho realizado por Ortiz e colaboradores (2010).

Figura 7. Espectro de absorcéo naregido do UV da SQR de SLD.
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5.1.4 Espectrofotometria de absorcao na regido do infravermelho

O espectro de absor¢cédo na regido do IV da SQR da SLD estéa representado na
Figura 8, onde é possivel identificar bandas caracteristicas referentes ao anel lactama
da estrutura quimica, sendo uma banda forte referente as vibragdes de estiramento da
ligacdo C=0O entre 1690 cm™ e 1630 cm™, e outra banda referente & amida
monossubstituida, ligacdo R-CO-NH-R, em aproximadamente em 3300 cm™. Pode-se
também observar a presenca de duas bandas referentes ao grupo sulfonamida, uma de
estiramento assimétrico e outra de estiramento simétrico da ligagdo S=0O proximo a
1325 cm™ e 1140 cm™, respectivamente. Também estd presente a absorcdo do

estiramento da ligacdo N-H para aminas alifaticas entre 1250 cm™ e 1000 cm™ e aminas
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aromaticas entre 1350 cm™ e 1250 cm™. O grupo éter arilico (Ar-O-R) da estrutura da

SLD geram duas bandas de estiramento assimétrico préximo em 1250 cm™ (BARROS,
2014; PAVIA et al, 2012).

Figura 8. Espectro obtido na regido do IV médio da SQR de SLD.
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5.2 Desenvolvimento do método analitico por UFLC

Para a definicAho da condicdo cromatografica mais adequada para a
quantificacdo de SLD, foram levados em consideracdo o0s parametros de
adequabilidade do sistema para as diferentes condicOes testadas. Estes parametros
sdo aplicados com a finalidade de verificar se a resolucdo e a reprodutibilidade do
sistema cromatografico estdo adequadas para as analises a serem realizadas (BRASIL,
2010).

Os principais parametros necessarios para a verificacdo da adequabilidade do
sistema sdo tempo de retengdo (Tr) da substancia, o nUmero de pratos teoricos (N), o
fator de cauda (T) e o fator de capacidade (K). O valor de N indica a eficiéncia da
coluna na separacao, e o resultado deve apresentar valores maiores que 2000. O valor
de T indica a simetria do pico, que apresenta valor igual a 1,0 quando o pico é

perfeitamente simétrico, sendo considerados aceitaveis valores até 2,0. O K representa
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a razado entre a quantidade da substancia com afinidade pela fase estacionaria e a
quantidade com afinidade pela fase mével. Quanto maior a afinidade da substancia pela
fase estacionaria, maior serd a sua retencdo. Os valores ideais de K devem ser
superiores a 2,0 (BRASIL, 2010).

A Tabela 6 apresenta os valores da adequabilidade do sistema para as
condigOes testadas utilizando para a deteccao do sinal o comprimento de onda de 290

nm.

Tabela 6. Parametros de adequabilidade do sistema para as condi¢des testadas para no
desenvolvimento do método.

Condicao Tr T N K
1 50% ACN - 50% TEA - Fluxo 0,7 - pH 3,0 2,82 1,52 3544,10 1,12
2 50% ACN - 50% TEA - Fluxo 0,7 - pH 4,0 2,92 1,34 4781,98 1,14
3 50% ACN - 50% TEA - Fluxo 0,8 - pH 3,0 2,48 1,53 3512,22 1,13
4 50% ACN - 50% TEA - Fluxo 0,8 - pH 4,0 2,56 1,35 4667,12 1,18
5 50% ACN - 50% TEA - Fluxo 0,9 - pH 3,0 2,21 1,55 3476,57 1,11
6 50% ACN - 50% TEA - Fluxo 0,9 - pH 4,0 2,77 1,54  3683,29 1,67
7 40% ACN - 60% TEA - Fluxo 0,7 - pH 3,0 3,78 1,56 3780,00 1,97
8 40% ACN - 60% TEA - Fluxo 0,7 - pH 4,0 4,47 1,33 5232,94 2,86
9 40% ACN - 60% TEA - Fluxo 0,8 - pH 3,0 3,31 1,57 3660,25 2,43
10 40% ACN - 60% TEA - Fluxo 0,8 - pH 4,0 4,30 1,44  3617,26 2,99
11 40% ACN - 60% TEA - Fluxo 0,9 - pH 3,0 2,95 1,59 3679,04 1,93
12 40% ACN - 60% TEA - Fluxo 0,9 - pH 4,0 3,82 1,64  3627,52 2,55
13 60% ACN - 40% TEA - Fluxo 0,7 - pH 3,0 2,65 1,52 3428,91 1,13
14 60% ACN - 40% TEA - Fluxo 0,7 - pH 4,0 2,48 1,28 4556,03 0,88
15 60% ACN - 40% TEA - Fluxo 0,8 - pH 3,0 2,32 1,54  3352,30 1,12
16 60% ACN - 40% TEA - Fluxo 0,8 - pH 4,0 2,17 1,30 4431,70 0,48
17 60% ACN - 40% TEA - Fluxo 0,9 - pH 3,0 2,06 1,55 332326 1,06
18 60% ACN - 40% TEA - Fluxo 0,9 - pH 4,0 1,93 1,31  4392,89 0,90

O cromatograma referente a condicéo 8 esta demonstrado na Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma da SLD SQR na condicdo estabelecida: ACN:TEA 0,3% pH 4,0 (ajustado
com acido férmico) na proporcéo 40:60 (v/v).
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A condicao 8 foi definida como a mais adequada para realizar a validacao do
meétodo, pois apresentou os melhores resultados nos parametros de adequabilidade do

sistema.

5.3 Validacédo do método analitico por UFLC

A validacdo de método analitico tem por finalidade assegurar a confiabilidade
dos resultados gerados a partir do método, fornecendo evidéncias que este é adequado
para finalidade pretendida. Com o objetivo de garantir a confiabilidade do método
analitico desenvolvido neste trabalho foram avaliados os parametros de especificidade,
linearidade, limites de deteccéo e quantificacdo, precisdo, exatidao e robustez.

5.3.1 Especificidade

A especificidade do método para a quantificagdo de SLD em comprimidos por
UFLC foi avaliada frente aos excipientes presentes na formulagdo e aos potenciais

produtos de degradacao do farmaco.
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5.3.1.1 Avaliacdo da interferéncia dos excipientes da formulacéo

A interferéncia dos excipientes da formulacdo na quantificacdo de SLD foi
avaliada através da andlise das solugbes de SLD SQR, SLD produto farmacéutico e
amostra simulada de excipientes. Os cromatogramas das respectivas solucdes estao

apresentados na Figura 10.

Observando os cromatogramas, verifica-se a auséncia de picos interferentes
referentes aos excipientes, no mesmo tempo de retencéo da SLD. A pureza do pico foi
de 99,99%, utilizando detector DAD e referente a uma solucdo de SLD obtida a partir do
produto farmacéutico. Desta forma, sugere-se a auséncia de impurezas co-eluidas no

mesmo tempo de retencdo da SLD, indicando que o método é especifico para a
quantificacdo do farmaco na presenca dos excipientes da formulagéo.
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Figura 10. Cromatogramas das solu¢des (a) SLD SQR, (b) SLD produto farmacéutico e (c) amostra

simulada de excipientes.
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5.3.1.2 Avaliacéo da interferéncia dos produtos de degradacéao

O farmaco foi submetido as seguintes condigcbes de estresse: degradacéo
fotolitica, térmica, oxidativa, &cida e basica. A degradacéo teve como finalidade induzir
a formacéo de possiveis produtos de degradacao e avaliar a interferéncia desses sobre
a quantificacdo da SLD. As condi¢cdes envolvendo a degradacdo acida, basica e
oxidativa foram mais drasticas que o usual devido a ndo degradacdo do farmaco em
condicbes mais brandas. Na Tabela 7 é possivel observar os percentuais de

degradacdo do farmaco nas diferentes condicdes testadas.

Tabela 7. Percentual degradacéo nas diferentes condi¢cfes de degradacgéo.

Degradacéo Condicéo % degradado
Fotolitica UVC-254 nm por 5 horas (Solvente Agua) 63,0
Fotolitica UVC-254 nm por 2 horas (Solvente Metanol) 76,3
Térmica Estufa a 55 °C por 72 horas -
Oxidativa H,0, 10% por 72 horas 8,3

Acida Refluxo HCL 1 mol L™ por 6 horas -
Basica Refluxo NaOH 1 mol L™ por 6 horas -

5.3.1.2.1 Degradacéo fotolitica

Com o objetivo de avaliar a utilizacdo de diferentes solventes e verificar a sua
respectiva influéncia na formacéo de possiveis produtos de degradacdo da SLD frente a
exposicao fotolitica, amostras de SLD SQR foram preparadas utilizando agua e metanol
e expostas separadamente na camara de UVC-254 nm e posteriormente analisadas por
UFLC.

Os cromatogramas obtidos para a solucdo de SLD SQR no tempo zero e apés
ser submetido a radiacdo UVC-254 nm durante 2 horas utilizando agua como solvente,

estdo representados na Figura 11. A incidéncia de radiacdo produziu o aparecimento de
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um pico adicional no tempo de retencdo de 1,25 minutos. Ocorreu uma diminuicdo de

teor do farmaco para 53,54%, com pureza de pico 99,99%.

Figura 11. Cromatogramas da degradacéo forcada da SLD SQR apdés ser submetido a exposicao
de radiacdo UV a 254 nm; (a) Tempo zero e (b) apds 2 horas de exposicdo utilizando agua como
solvente.

"".P._._ —

4 ¢ SLD

J4& para a solugdo de SLD SQR utillizando solvente metandlico, os
cromatogramas no tempo zero e apoés ser submetido a radiacdo UVC-254 nm durante 2
horas estdo representados na Figura 12. A incidéncia de radiacdo produziu o
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aparecimento de dois picos adicionais nos tempos de retencdo de 1,92 minutos e 3,18
minutos. Ocorreu uma diminuicao de teor do farmaco para 23,68%, com pureza de pico
99,99%.

Figura 12. Cromatogramas da degradacao forcada da SLD SQR ap6s ser submetido a exposicéo
de radiagdo UV a 254 nm; (a) Tempo zero e (b) apés 2 horas de exposic¢édo utilizando metanol como

solvente.
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Observa-se que as condi¢gbes utilizadas na degradacdo fotolitica formaram

diferentes produtos de degradacéo, estes identificados em tempos de retencéo e com
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espectros no UV distintos. Sugere-se que o0 solvente influencia na velocidade de
degradacdo e na formacdo de produtos frente a exposicdo fotolitica, sendo estes
formados através de mecanismos de degradacdo diferentes. Apesar de ambas as
condi¢cbes formarem produtos de degradagdo com tempos de retencdo semelhantes
(1,25 minutos para o solvente agua e 1,92 para o solvente metanol), estes se diferem
no espectro UV obtido através do detector DAD, 0 que sugere que sao produtos de
degradacdo diferentes. Independente do solvente utilizado, o método se mostrou

especifico e apropriado para a quantificacdo da SLD frente aos fotoprodutos formados.

5.3.1.2.2 Degradacéao térmica

A degradacédo térmica da SLD SQR a 55°C por 72 horas ndo produziu o
aparecimento de picos referentes a potenciais produtos de degradacdo, conforme
demonstrado na Figura 13. O teor obtido do farmaco foi de 102,07% e pureza de pico
de 99,99%.
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Figura 13. Cromatogramas da degradacéo forcada da SLD SQR ap6s ser submetido a degradacao
térmica por a 55°C por 72 horas (a) Tempo zero e (b) ap6s 72 horas.

A,

5.3.1.2.3 Degradacéo oxidativa

A Figura 14 apresenta os cromatogramas obtidos para a SLD SQR no tempo
zero e apoOs ser submetido a oxidacdo com H,O, 10% por 72 horas. Observou-se a
formacdo de um pico no tempo de retencdo de 3,30 minutos. O farmaco teve seu teor

reduzido para 92,73%, e a pureza do pico determinada foi em 99,99%.
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Figura 14. Cromatogramas da degradacgao for¢cada da SLD SQR apds ser submetido a hidrélise
com H,0, 10%; (a) Tempo zero e (b) apés 72 horas.

SLD

SLD-PD

5.3.1.2.4 Degradacdao acida

A Figura 15 mostra o cromatograma obtido para a solucdo de SLD SQR no
tempo zero e apds ser submetido & hidrélise acida (HCI 1 mol L™) em refluxo a 80°C,
durante 6 horas. Ndo houve a formacgéo de picos referentes a potenciais produtos de
degradacédo. O teor obtido do farmaco foi de 100,85%. A pureza do pico obtida foi de
99,99%.
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Figura 15. Cromatogramas da degradacgao for¢cada da SLD SQR apds ser submetido a hidrélise
acida em HCI 1 mol L™ em refluxo a 80°C; (a) Tempo zero e (b) apds 6 horas.

mAL

5.3.1.2.5 Degradacéo basica

Os cromatogramas obtido para a solu¢do de SLD SQR no tempo zero e apos ser
submetido & hidrélise basica (NaOH 1 mol L™) em refluxo a 80°C, durante 6 horas estéo
representados na Figura 16. Nao houve a formacao de picos referentes a potenciais
produtos de degradacgdo. O teor obtido do farmaco foi de 101,88%. A pureza do pico
obtida foi de 99,99%.



78

Figura 16. Cromatogramas da degradacado forcada da SLD SQR apés ser submetido a hidrolise
basica em NaOH 1 mol L™ em refluxo a 80°C; (a) Tempo zero e (b) apds 6 horas.

mAL

Apbs avaliar as diferentes condicdes de estresse (degradacgéao fotolitica, térmica,
oxidativa, acida e basica), o método foi considerado especifico frente aos produtos de
degradacdo formados, pois estes ndo interferiram na quantificacdo do farmaco. A
pureza do pico obtido para a SLD através do detector DAD em todas as condicbes
propostas foi superior a 0,9999, sugerindo a auséncia de impurezas co-eluidas no

mesmo tempo de retencdo da SLD.
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5.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da construcdo de uma curva
de calibracdo com a SQR de SLD. O método demonstrou ser linear na faixa entre 15,0
a 75,0 pg mL™. A curva média, a equacédo da reta e o coeficiente de correlacdo estio

representados na Figura 17.

Figura 17. Curva de calibragdo média de SLD.
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O valor de r obtido foi de 0,9999, o que demonstra alta correlacdo, indicando que
0s resultados obtidos estdo diretamente proporcionais a concentracao do farmaco. Para
comprovar a linearidade do método, foi realizada andlise estatistica da regressao linear
através da ANOVA, conforme demonstrado na Tabela 8. Os resultados obtidos
apresentam valor para F calculado superior ao valor do F tabelado para a regresséo
linear. Para o desvio da linearidade o valor de F calculado foi menor que o valor
tabelado, o que comprova com 95% de confianga que houve regressao linear sem

haver desvio da linearidade, o que comprova a linearidade do método.
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Tabela 8. Anélise de Variancia para a avaliagdo da linearidade do método proposto.

. Soma dos o F F
Fontes de variagdo GL Variancia
guadrados calculado tabelado
Entre concentragbes 4  1123195264781,35 187199210796,89 608,84 3,22
Regressao linear 1 1123193540379,22 1123193540379,22 3653,03 4,96
Desvio de
) ) 3 1724402,13 574800,71 0,143 3,33
linearidade
Residuo 10 3074686727,89 307468672,79 0,011
Total 14 1126269951509,24  80447853679,23

* Significativo para p < 0,05.

5.3.3 Limites de detecc¢ao e quantificagéo

Os LD e LQ calculados a partir das curvas de calibracéo obtidas foram estimados
em 1,36 pg mL™ e 4,14 pg mL™, respectivamente, demonstrando a sensibilidade do

meétodo proposto.

5.3.4 Precisao

A precisao foi determinada em termos de repetibilidade (preciséo intradia) e
precisdo intermediaria (precisao interdia) pela andlise de seis solu¢cdes do produto
farmacéutico de SLD na concentracdo de 45,0 pg mL™ no mesmo dia e em dias
diferentes, respectivamente. Os resultados encontram-se na Tabela 9 e demonstram

gue o método foi preciso, com valores de DPR maximo de 1,80%.
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Tabela 9. Valores de repetibilidade e precisdo intermediéria.

Repetibilidade

Preciséo intermediaria

Amostras Dia 1 (%)*
1 101,77
2 99,85
3 104,72
4 103,33
5 103,14
6 100,79
Média 102,46
DPR (%) 1,79

Dia 2 (%)*

98,02
97,72
101,88
99,77
97,68
98,38
98,20
1,64

Dia 3 (%)*

97,66
100,14
97,59
101,95
99,29
101,19
97,66
1,80

100,13

1,74

*Analistas diferentes.

5.3.5 Exatidao

A exatiddo do método analitico foi comprovada por meio da determinacdo da

porcentagem de recuperacdo avaliada através da adicdo de quantidades conhecidas da

solucdo de SLD SQR na solucdo amostra simulada de excipientes. Os resultados

podem ser observados na Tabela 10, com porcentagem de recuperacdo média das

quantidades adicionadas, entre 99,50% e 101,07%, o que demonstra a exatidao do

método.
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Tabela 10. Resultados da porcentagem de recuperacdo para a determinacdo da exatiddo.

Concentracéo tedrica (ug mL'l) Concentracéo real (ug mL'l) Recuperacéo (%)
30,71 30,81 100,32
30,71 31,03 101,04
30,71 30,69 99,93
46,07 46,56 101,07
46,07 46,43 100,79
46,07 46,20 100,28
61,42 61,45 100,06
61,42 61,32 99,84
61,42 61,11 99,50
Recuperacao , (%) 100,31
DPR , (%) 0,55
m = média

5.3.6 Robustez

A robustez do método analitico determinada utilizando o desenho experimental
de Plackett—-Burman permitiu a avaliacdo do efeito de diversos fatores na andlise
cromatografica. O efeito de cada um dos fatores analisados no experimento e o valor de

t calculado estdo dispostos na Tabela 11.
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Tabela 11. Resultados dos efeitos e valores de t calculado para cada fator analisado no teste de

robustez.

Fator Efeito (%) t calculado
pH -0,12 0,56
Temperatura 0,16 0,71
Deteccéo 0,00 0,02
% de ACN -0,03 0,11
Coluna 0,37 1,68
Fluxo -0,43 1,92

t tabelado (0,05; 5) = 2,57 ; Erro Experimental (E¢) = 0,223

Os teores obtidos para cada experimento indicado na Tabela 3 estédo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Teores obtidos no ensaio de robustez através do desenho experimental de Plackett—
Burman para a Sildenafila.

Experimento Teor da SLD (%)
1 98,96
2 99,54
3 99,50
4 99,36
5 99,74
6 99,36
7 98,50
8 99,55
9 98,88
10 98,57
11 99,53
12 99,09

Apos calcular o efeito para cada fator estudado, foi aplicado o Teste t de student,

através da comparacao entre o valor de t calculado para cada fator e o valor de t (g os; 5
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bicaudal tabelado (2,57). O Teste t de student demonstrou que os efeitos oriundos de
cada fator avaliado ndo ocasionaram em diferencas significativas na quantificacdo da
SLD. O método apresentou um erro experimental no valor de 0,223. A partir dos
resultados obtidos no teste de robustez, pode-se afirmar que o método proposto é
robusto frente aos fatores avaliados.

Ap6s a validacdo do método, os comprimidos de SLD (Viagra®) foram avaliados

e apresentaram um teor de 97,37%.

5.4 Cinética de fotodegradacéao da sildenafila

A exposicdo a radiagdo UVC-254 nm produziu 0s maiores percentuais de
degradacdo no farmaco em estudo. Por este motivo, esta condicdo foi escolhida para
estudos sobre cinética quimica e avaliacdo de seguranca biologica. Na avaliacdo da
cinética de fotodegradacdo foi possivel observar que a degradacdo da SLD é
diretamente influenciada pelo solvente utilizado. Os coeficientes de correlacdo obtidos
para cada solvente estdo demonstrados na Tabela 13, sendo que de acordo com a
condicao utilizada, a cinética de degradacao obedece a uma diferente ordem de reacéo.
Para o solvente 4gua, a degradacdo obedeceu a uma cinética de primeira ordem. Ja

para o solvente metanol, a degradacdo obedeceu a uma cinética de zero ordem.

Tabela 13. Coeficientes de correlagéo (r) obtidos na determinagdo da ordem de reacéo.

Solvente Agua Solvente Metanol
Ordem de reacéao
R R
Zero ordem 0,9665 0,9978
Primeira ordem 0,9920 0,9527
Segunda ordem 0,9395 0,9299

Na tabela 14 estdo dispostos os valores dos parametros cinéticos para a
degradagédo da SLD, sendo estes calculados de acordo com a ordem de reacgéo
(SINKO, 2008).
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Tabela 14. Parametros cinéticos para degradacao da Sildenafila em diferentes solventes.

R i Parametro Parametro
Par&metro Solvente agua Solvente metanol
calculado calculado
0,693 ] c
tso 5,1140. 10° s tso = —— 4,7146.10° s™ tso= =
0,106 ) 0,1.C
too 7,8223.10°s™ too = —— 9,4292.10%°s™ too = — 2
2,303 c . 1. dc
K 1,3551. 10 s™ k=== log ?" 4,8330. 10 pg mL* s k=22

Observa-se que a velocidade de degradacgéo da SLD obtida no solvente metanol
foi maior do que no solvente agua, sugerindo-se que a fotodegradacao é facilitada em
meio menos polar. Segundo Ahmad e colaboradores (2013), a polaridade, a constante
dielétrica e a viscosidade dos solventes sdo fatores que podem influenciar na
fotodegradacao dos farmacos. Entretanto, sdo necessarios mais estudos em solventes
com diferentes polaridades para avaliar a cinética de degradacédo da SLD, a fim de
averiguar se existe a relacdo entre a constante de velocidade de fotodegradacédo do

farmaco, associada a constante dielétrica e a viscosidade dos solventes.

5.5 Seguranca biolégica de sildenafila

A seguranca bioldgica da SLD bem como dos fotoprodutos de degradacao (SLD-
PD) foram avaliados a partir dos testes de citotoxicidade, mutagenicidade e
genotoxicidade. Os fotoprodutos obtidos a partir da degradacao utilizando o solvente
agua foram utilizados devido a toxicidade do solvente metanol frente a cultura celular.
As concentracdes de estudo foram definidas a partir da concentracdo plasmatica da
SLD. O efeito da SLD e da SLD-PD sobre a viabilidade celular esta demonstrado na
Figura 18. A viabilidade celular apresentou diminuicdo em relacdo ao controle negativo
na concentracdo de 120 ng mL™* para ambos os grupos testados. Para as
concentracdes de 160 ng mL™ e 200 ng mL™ (em ambos os grupos), os percentuais de
viabilidade celular atingiram valores menores que aqueles obtidos para a menor

concentracdo testada, entretanto sem diferenca significativa entre eles e acima do
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percentual atingido pelo controle positivo. Desta forma, tanto a SLD quanto a SLD-PD
nao apresentaram potencial citotéxico, porém uma diminuicdo da viabilidade celular.
Nesta condicdo, pode-se sugerir uma investigacdo mais detalhada sobre a causa da
diminuicdo da viabilidade celular por outras técnicas e a identificacdo da citotoxicidade
bem como o mecanismo envolvido.

Figura 18. Avaliacao da viabilidade celular de leucécitos medido pelo corante azul de Tripan

100- ¢
s 954 d i d
: ey
£ 90- = o
S g5 b
s i
S 80-
=20 :
s 15
S 10
5 |
0 L) T 1 L)
Ny o8 d B S
r & & & & & & &
@Qégg’?é”ff‘c"’
& F e HF Y &S
& SIS FLFPF
T8 9 8
Q@ o o

A presenca de micronucleos em linfocitos sanguineos foi avaliada através do
teste de micronucleo, e o resultado esta representado na Figura 19. Observa-se que
para ambos 0s grupos, todas as concentracdes testadas foram estatisticamente iguais
ao grupo controle negativo. Sendo assim, as concentracdes testadas nao causaram
mutacdes significativas na divisdo celular. Sugere-se que o farmaco e os fotoprodutos

nao apresentam efeito mutagénico nas concentragdes testadas.
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Figura 19. Efeitos da Sildenafila e Sildenafila na presenca de produtos de degradacdo na producéo

de micronlcleos em culturas de células.
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O indice de dado ao DNA avaliado através do ensaio cometa esta representado
na Figura 20. Através do grafico podemos verificar que todas as concentracdes
referentes a SLD e a SLD-PD nao apresentaram diferenca significativa em relacdo ao

grupo controle. Portanto, nenhuma concentracéo apresentou atividade genotoxica.

Figura 20. Ensaio Cometa: indice de Dano ao DNA de células expostas a diferentes concentracées
de Sildenafila
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O estudo referente a seguranca biolégica da SLD nas concentracdes
plasmaticas € de extrema importancia para verificar se estes apresentam alguma acao
que possa causar dano a célula. Ainda, a qualificacdo dos produtos de degradacéo
para a avaliagdo do seu potencial toxicolégico se torna necessario para estabelecer a
seguranca do medicamento, conforme estabelecido na resolucdo RDC n° 58, de 20 de

Dezembro de 2013 (BRASIL, 2013).

5.6 Avaliagdo de comprimidos de Sildenafila apreendidos

5.6.1 Determinacdo de resisténcia mecanica

5.6.1.1 Teste de dureza

A dureza de um comprimido é proporcional a forca de compressédo e
inversamente proporcional a sua porosidade. De acordo com a Farmacopeia, para que
o teste seja cumprido, nenhuma amostra pode apresentar comprimidos com dureza
inferior a 30 Newtons (USP, 2014). Todas as amostras apresentaram dureza superior
ao especificado na literatura. Por ser um teste informativo, ndo foi construida a carta

controle utilizando o CEP.

5.6.1.2. Teste de friabilidade

Apesar do teste de friabilidade ser utilizado unicamente a comprimidos nao
revestidos, o teste foi aplicado aos comprimidos de SLD devido a auséncia de
informagdes sobre seu processo de fabricagdo. De acordo com a USP (2014), nenhum
comprimido pode apresentar-se ao final do teste, quebrado, lascado, rachado ou
partido. Ainda, sdo considerados aceitaveis os comprimidos com perda de p6 igual ou
inferior a 1,5%. Os resultados do teste demonstraram que nenhuma amostra teve
variagdo superior a 1,5%. Ainda, nenhum comprimido apresentou-se quebrado,

lascado, rachado ou partido ap0s o teste. Apesar da procedéncia desconhecida dos
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comprimidos, de acordo com a baixa perda de p0O, sugere-se que estes possuiam
revestimento. Por ser um teste informativo, ndo foi construida a carta controle utilizando
o CEP.

5.6.4 Teste de desintegracao

A desintegracao é definida como o estado no qual nenhum residuo das unidades
testadas permanece na tela metalica do aparelho de desintegracdo, salvo fragmentos
insollveis de revestimento de comprimidos ou involucros de capsulas. Segundo a
literatura, o limite de tempo estabelecido como critério geral para a desintegracdo de
comprimidos revestidos com filme € de 30 minutos em agua (USP, 2014). Todas as
amostras de SLD analisadas se desintegraram dentro do limite especificado. Por ser um
teste informativo, n&o foi construida a carta controle utilizando o CEP.

5.6.5 Teste de dissolucéao

O teste de dissolucédo tem por objetivo determinar a quantidade de substancia
ativa dissolvida no meio quando o produto € submetido a acdo de aparelhagem
especifica, em condicdes experimentais determinadas. Segundo o “Guidance for
Industry — Dissolution Testing and Specification”, o qual estabelece que os critérios e
especificacoes do teste de dissolucdo para formas farmacéuticas sélidas orais que
pertencem a Classe 1 do SCB, o valor de Q deve ser 80% em 30 minutos (FDA, 2015).
Todas as amostras cumpriram com o critério de aceitacdo descrito no guia, sendo
aprovadas no Estagio 1 (que determina que todas as amostras devem apresentar
resultados maiores que Q + 5%). O percentual de dissolucdo entre as amostras variou
entre 97,47% e 106,68%.

A Figura 21 demonstra a carta controle obtida a partir dos valores de percentual
dissolvido para as amostras testadas. A amostra 26 apresentou percentual de

dissolucéo fora dos limites de controle.
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Figura 21. Carta controle para o teste de dissolugcdo de comprimidos de sildenafila.
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5.6.6 Determinacao do teor

A determinacao do teor em medicamentos visa garantir que o produto final tenha
a quantidade declarada de principio ativo. Para verificar a quantidade de SLD presente
nos comprimidos com procedéncia desconhecida, estes foram submetidos a
determinacdo do teor utilizando o método desenvolvido neste trabalho por UFLC. A
variacdo entre a quantidade declarada para as amostras dos comprimidos da marca
Pramil® 50 mg foi entre 94,00 e 106,95% (47,00 e 53,47 mg), com DPR de 3,39%.
Devido a auséncia de monografias oficiais para a determinacdo de SLD em

comprimidos, ndo é possivel definir se 0s mesmos encontravam-se dentro de variagéo
aceitavel.

A Figura 22 representa a carta controle para a determinagédo do teor de
comprimidos de SLD. A distribuicdo dos pontos na carta controle foi aleatéria em torno
da linha média, ndo havendo pontos fora dos limites estabelecidos.
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Figura 22. Carta controle para a determinag&o do teor de comprimidos de Sildenafila.
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5.6.7 Perfil fisico de comprimidos de Sildenafila apreendidos

5.6.7.1 Altura e diametro

A avaliacdo da altura e didametro de comprimidos gera informacfes que
caracterizam o seu perfil fisico. A andlise destes fatores pode ser util no controle
estatistico de processos de producado, além de auxiliar (em conjunto com ferramentas
de analise multivariada) a identificar a origem de amostras apreendidas e/ou falsificadas
(ORTIZ et al., 2012; MARQUIS et al, 2008; MILLIET et al, 2009).

Os valores obtidos para a altura dos comprimidos variaram entre 3,10 mm e 3,25
mm, apresentando DPR de 1,01%. A carta controle para a verificacdo da altura esta
demonstrada na Figura 23, sendo que nenhuma amostra permaneceu fora dos limites

estabelecidos.

Figura 23. Carta controle para a altura de comprimidos de Sildenafila.
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Os valores de diametro dos comprimidos de SLD variaram entre 7,10 e 7,20 mm.
O valor do DPR foi de 0,32%. Segundo a carta controle (Figura 24), apenas a amostra 9

apresentou valores fora dos limites de controle, apresentando diametro de 7,20 mm.

Figura 24. Carta controle para o didmetro de comprimidos de Sildenafila.
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5.6.7.2 Determinacéo de peso em comprimidos

Segundo a USP (2014), para que um lote seja aprovado na determinacdo de
peso, deve-se avaliar o percentual de variacdo de cada comprimido individualmente e o
peso médio do lote. Para comprimidos revestidos com filme que possuem peso médio
entre 80 e 250 mg, o limite de variacao aceito é de 7,5%, podendo tolerar ndo mais que
duas unidades fora deste limite. Porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo do
dobro deste valor. A determinagédo de peso entre os comprimidos para as amostras de
SLD avaliadas mostrou que nenhuma unidade apresentou uma variacao fora do limite
aceitavel.

Segundo a carta controle para a avaliacdo do peso dos comprimidos
(demonstrada na Figura 25), as amostras 6 (0,1185 mg) e 36 (0,1325 mg) ficaram fora

dos limites estabelecidos.
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Figura 25. Carta controle para a determinacéo de peso de comprimidos de Sildenafila.
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5.6.8 Perfil quimico dos comprimidos de Sildenafila apreendidos

O perfil quimico das amostras apreendidas de SLD foi analisado de acordo com
o espectro de IV obtido na regido entre 4000 a 650 cm™. N&o foram observadas
diferencas entre os espectros das amostras analisadas e o espectro da SLD SQR. A
Figura 26 apresenta o espectro da SLD SQR (em preto) e a amostra numero 30 (em
cinza). Observa-se que o0 espectro da amostra suspeita de falsificacdo (escolhida
aleatoriamente) apresenta bandas de absorcdo semelhantes as bandas da SLD SQR.
Sendo assim, a espectrofotometria de IV foi capaz de identificar a presenca dos

principais grupamentos quimicos referentes ao farmaco SLD nos comprimidos
suspeitos de falsificagéo.

Figura 26. Perfil quimico de comprimidos de Sildenafila.
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5.6.9 Andlise multivariada do perfil fisico e quimico dos comprimidos apreendidos
de Sildenafila

O perfil fisico das amostras de SLD apreendidas foi analisado por HCA
considerando os dados referentes ao peso, didmetro e altura dos comprimidos. A
Figura 27 representa um dendrograma obtido apdés o pré-processamento de
autoescalonamento dos dados. Considerando uma distancia relativa de 4, houve
formacéao de trés grupos (1-A,1-B e 1-C).



95

Figura 27. Andlise hierarquica de agrupamentos aplicado aos dados obtidos no perfil fisico.
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Em comparacao aos resultados obtidos nas cartas controle, as amostras 09 (fora
dos limites definidos para o diametro), 06 e 36 (fora dos limites estabelecidos para o
peso) foram agrupadas na mesma regido do dendrograma (regido esquerda, subgrupos
1-A e 1-B). A partir do espectro de IV da amostra 36 e sua vizinha mais préxima 33
(Figura 28), da amostra 09 e sua vizinha mais proxima 14 (Figura 29), e da amostra 06
e sua vizinha mais proxima 41 (Figura 30), € possivel afirmar que as amostras possuem
semelhanca no espectro IV, o que sugere composi¢cdo quimica similar (formulagéo

semelhante).
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Figura 28. Espectro de Infravermelho da amostra 33 e amostra 36 na regido entre 1800 a 650 cm™
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Figura 29. Espectro de Infravermelho da amostra 9 e amostra 14 na regido entre 1800 a 650 cm™.
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Figura 30. Espectro de Infravermelho da amostra 6 e amostra 41 na regido entre 1800 a 650 cm™.
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Considerando a natureza nao supervisionada da técnica HCA, este resultado
pode ser considerado satisfatério e demonstra a habilidade desta técnica em analisar
simultaneamente e de maneira multivariada dados de origem fisica (DECONINCK et al,
2012). De acordo com o resultado, ndo é possivel afirmar que o agrupamento das
amostras esteja vinculado a diferentes origens (diferentes processos de fabricacdo),
entretanto cabe ressaltar que, de acordo com o observado, as diferencas fisicas
ocasionaram o agrupamento das amostras. Para amostras forenses, a falta de controle
no processo de fabricacdo pode ocasionar perfis fisicos bastante diferenciados, o que
torna a técnica apropriada para este tipo de analise (CUSTERS et al, 2015).

O uso de técnicas de analise multivariada com agrupamento de amostras a partir
de dados fisicos e/ou quimicos pode também contribuir para o estabelecimento do
conceito de “lote” em laboratérios de analise forense, ja que, devido a natureza
desconhecida da amostra e a inviabilidade de se analisar cada amostra
individualmente, ndo é possivel estabelecer um critério para a “tomada de amostra” do
ensaio. Neste caso, a formacdo dos grupos pode ser utilizada como critério para
separacédo e, na sequéncia, proceder a analise quimica apropriada e representativa de
cada grupo.
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A procedéncia quimica, ou seja, mesma origem das matérias-primas, incluindo a
substancia ativa, também pode ser estabelecida a partir da analise multivariada dos
dados. Segundo Ortiz e colaboradores (2013b), a formag&o de grupos utilizando
técnicas de analise multivariada como PCA ou HCA, a partir de dados quimicos podem
indicar produtores/fornecedores em comum e identificar a origem da amostra analisada.
Desta forma, para a amostra em estudo, foram avaliados os grupos formados por HCA
a partir de dados do IV médio e os mesmos foram comparados com aqueles formados a

partir dos dados fisicos (0os quais indicariam a mesma procedéncia fisica).

Para tanto, foi tracado um dendrograma da regido do IV entre 1800 a 650 cm™

(dados centralizados na média) (Figura 31). Esta regido foi selecionada por ser

considerada a de impressao digital da molécula (SACRE et al, 2010).

Figura 31. Analise hierarquica de agrupamentos aplicada aos dados obtidos por

espectrofotometria de infravermelho.
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Considerando a distancia relativa de 4, houve a formacéao de 4 grupos (2-A, 2-B
e 2-C e 2-D). Nao foi possivel estabelecer uma relagdo entre as amostras com desvios
na carta controle relativos ao perfil fisico (06, 09 e 36) e os agrupamentos obtidos a
partir de dados quimicos, ja que as mesmas se distribuiram aleatoriamente em cada
grupo. O espectro IV das amostras mais distantes (43 e 11) esta representado na figura
32. Considerando: (a) a semelhanca entre os espectros de IV para as amostras mais
distantes, (b) que as amostras possuiam quantidade de SLD acima de 95% em relagéo
ao teor e (c¢) uma relacdo farmaco:excipiente de 62,25:37,75 (m:m), sugere-se que
todas as amostras possuem composicdo quimica semelhante e que 0s grupos
formados (pela andlise do espectro parcial na regido de 1800 a 650 cm™) ocorram
devido a pequenas varia¢des na propor¢ao farmaco/excipiente (oriundas da variagdo no
teor). Para fins de inteligéncia forense, estas informacdes de perfil quimico podem ser
Uteis no sentido de identificar a origem de amostras apreendidas, bem como tracar um
perfil de regibes geograficas de apreensdo. Além disso, associadas ao perfil de
compostos inorganicos ou impurezas, pode-se auxiliar no estudo de rotas de

distribuicdo de medicamentos falsificados.

Figura 32. Espectro de Infravermelho da amostra 11 e amostra 43 na regido entre 1800 a 650 cm™.

- 100

~
o
Transmitancia (%)

- 60
e Amostra 11 - 50
Amostra 43
T T T T T T T 40
1700 1550 1400 1250 1100 950 800 650

Centimetros reciprocos (cm-1)



100

6 CONCLUSOES

e Para a caracterizacdo da SQR, os resultados obtidos contribuiram para garantir a
qualidade da matéria-prima em questéo, sendo esta utilizada como SQR.

e A condicdo estabelecida no desenvolvimento do método por UFLC permitiu uma
andlise adequada do farmaco.

e O método proposto por UFLC demonstrou ser linear, preciso, exato, especifico e
robusto, estando de acordo com os parametros estabelecidos no guia Q2 (R1) do
ICH (ICH, 2005) e na Resolu¢cdo RDC n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL,
2003).

e A especificidade frente aos excipientes e aos produtos de degradacao
caracterizam o método desenvolvido como indicativo de estabilidade.

¢ Quanto a cinética de degradacao fotolitica, o percentual de fotodegradacédo da
SLD obtida no solvente metanol foi maior do que no solvente agua, sugerindo-se
que a reacdao é facilitada em meio menos polar.

e Em relacdo a seguranca bioldgica, a SLD ocasionou uma diminuicdo na
viabilidade celular, observada no teste de Azul de Tripan. Tanto a SLD quanto
seus fotoprodutos de degradagdo (meio aquoso) ndo apresentaram atividade
mutagénica e genotoxica.

e A avaliagdo tecnoldgica através dos testes de dureza, teste de friabilidade e teste
de desintegracdo demonstraram que todas das amostras de comprimidos de
SLD suspeitos de falsificagdo cumpriram os critérios de aceitacdo estabelecidos
pela Farmacopeia (USP, 2014).

e Em relagéo ao teste de dissolugéo, todas as amostras de comprimidos de SLD
suspeitos de falsificagdo cumpriram com o critério de aceitacdo descrito no
“Guidance for industry — Dissolution Testing and Specification”. Entretanto,
quando aplicado o CEP, a amostra 26 apresentou um percentual de dissolucao
fora dos limites estabelecidos.

e A variacdo de teor para comprimidos de SLD suspeitos de falsificacdo foi de
94,00 a 106,95% (47,00 e 53,47 mg), com DPR=3,39%. A carta controle
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demonstrou que as amostras se comportaram de forma aleatéria em torno da
linha média, ndo havendo pontos fora dos limites estabelecidos.

A carta controle de comprimidos de SLD suspeitos de falsificacdo para a
verificacdo da altura demonstrou que nenhuma amostra permaneceu fora dos
limites estabelecidos. Em relacdo ao diametro, a amostra 09 apresentou valores
fora dos limites estabelecidos na carta controle.

A variacdo de peso de comprimidos de SLD suspeitos de falsificagdo mostrou
gue nenhuma unidade apresentou uma variacdo fora do limite aceitaveis e
estabelecidos pela USP. Na carta controle, as amostras 6 (0,1185 mg) e 36
(0,1325 mg) ficaram fora dos limites estabelecidos.

De acordo com a avaliacdo da qualidade de comprimidos de SLD suspeitos de
falsificacdo, sugere-se que 0S mesmoOS Sejam amostras provenientes de
contrabando, j& que apresentaram percentual de SLD e demais testes de
controle de qualidade adequados.

Quando aplicado a HCA nos dados do perfil fisico de comprimidos de SLD
suspeitos de falsificac@o, houve a formagéo de 3 grupos. Nao foi possivel afirmar
que o agrupamento das amostras esteja vinculado a diferentes origens
(diferentes processos de fabricacéo), entretanto, de acordo com o observado, as
diferencas fisicas ocasionaram o agrupamento das amostras.

Quando os dados do perfil quimico foram submetidos ao HCA, néo foi possivel o
estabelecimento de uma relacéo entre o perfil fisico e 0 dendrograma obtido para

o perfil quimico das amostras.
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