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RESUMO

A formacdo académica que adquiri em engenharia biotecnolégica permitiu-me
alcancar conhecimentos, desenvolver capacidades e competéncias, em diversas areas
cientificas que foram potenciadas com a minha experiéncia profissional.

No presente Relatorio Profissional sera demonstrada a experiéncia profissional e
formagdo continua que obtive na area da induUstria farmacéutica ao longo destes nove anos de
vida profissional.

De forma a demonstrar 0s conhecimentos, capacidades e competéncias adquiridas
com a funcdo que desempenho integrada numa equipa de Desenvolvimento Farmacéutico,
serdo abordadas as tarefas que realizo nas varias etapas de desenvolvimento de um novo
produto farmacéutico.

Vai ser relatado o processo efetuado para o desenvolvimento de um medicamento
genérico sob a forma farmacéutica de capsulas com elevada qualidade, de forma a garantir o
seu desempenho ao nivel da seguranca e eficacia terapéutica.

Durante o processo de desenvolvimento farmacéutico do medicamento genérico
participei na area analitica, nas seguintes etapas: caracterizacdo fisico-quimica da substancia
ativa, desenvolvimento galénico, desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos e
estudos de estabilidade.

As principais metodologias e ensaios que apliquei no cumprimento das varias etapas
do processo de desenvolvimento do medicamento, bem como o tipo de ferramentas que

utilizei e os resultados que obtive foram descritos neste relatorio.

Palavras-chave: industria farmacéutica, medicamento genérico, desenvolvimento

farmacéutico, validacdo de métodos analiticos, estabilidade do medicamento.
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ABSTRACT

The educational background acquired in biotechnological engineering allowed me to
achieve knowledge, develop skills and competencies in various scientific fields that have been
enhanced with my professional experience.

The present Professional Report will demonstrate the work experience and
continuing training that | got in the pharmaceutical industry area over these nine years of
professional life.

In order to demonstrate the knowledge, skills and competencies acquired through the
role that | perform integrated in a Pharmaceutical Development team, will be discuss the tasks
that | carry out in the various stages of a new pharmaceutical product development.

Will be reported the process performed for a generic drug development in the
pharmaceutical form of capsules with high quality, to ensure its performance in terms of
therapeutic efficacy and safety.

During the generic drug pharmaceutical development | participated in the analytical
area, in the following steps: physico-chemical characterization of the active substance, galenic
development, development and validation of analytical methods and stability studies.

The main methods and tests that | applied to comply the various drug process
development stages as well as the kind of tools that | used and the achieved results were
described in this report.

Key-words: pharmaceutical industry, generic drug, pharmaceutic development, validation of

analytical methods, drug stability.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

AIM — Autorizagao de introdugéo no mercado

BPL — Boas praticas de laboratorio

EMA — European Medicines Agency

FDA — Food and Drug Administration

GC — Gas chromatography (cromatografia gasosa)

GMP — Good Manufacturing Pratices (boas praticas de fabrico)
HPLC — High-pressure liquid chromatography (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
HR — Humidade relativa

ICH — International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use

IPAC — Instituto Portugués de Acreditacao

IV — Infravermelho

KF — Karl Fischer

LD — Limite de detecdo

LQ — Limite de quantificacdo

min — Minutos

MM — Massa meédia tedrica

N — Pratos teoricos

ND — Né&o detetado

OCDE - Organizacdo da Cooperacdo Economica e Desenvolvimento
Phr. Eur. — European pharmacopoeia (Farmacopeia europeia)
PCTFE — Policlorotrifluoretileno

PVC - Cloreto de polivinilo

PVDC - Cloreto de polivinilideno

r — Coeficiente de correlacdo

R — Resolucao

RSD — Relative standard deviation (desvio padréo relativo)
rpm — RotacGes por minuto

SD — Standard deviation (desvio padrao)

T — Fator de simetria

TA — Temperatura ambiente

TR — Tempo de retengéo

TRR — Tempo de retengéo relativo

USP — United States pharmacopoeia (Farmacopeia americana)
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I. INTRODUCAO
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O presente Relatorio Profissional tera como objeto de estudo a experiéncia
profissional e formac&o continua que adquiri na area da industria farmacéutica ao longo destes
nove anos de vida profissional.

O plano de estudos em engenharia biotecnoldgica permitiu-me obter conhecimentos,
desenvolver capacidades e competéncias, em diversas areas cientificas (tecnologia dos
processos, biologia, bioquimica, engenharia e técnicas afins) que foram potenciadas com a
minha experiéncia profissional.

A biotecnologia abrange hoje uma ampla area do conhecimento que vai desde a
ciéncia basica (biologia molecular, microbiologia, biologia celular, genética, etc.), da ciéncia
aplicada (técnicas imunoldgicas e bioquimicas, assim como técnicas decorrentes da fisica e da
eletronica), e de outras tecnologias (fermentagdes, separagdes, purificacdes, informatica,
robdtica e controle de processos). Trata-se de uma rede complexa de conhecimentos onde a
ciéncia e a tecnologia se entrelacam e complementam.

A biotecnologia pode ser definida como uma atividade baseada em conhecimentos
multidisciplinares, que engloba atividades tdo variadas como as de engenheiros, quimicos,
agrénomos, microbiologistas, bi6logos, médicos, etc..

A formacdo que adquiri no dominio das ciéncias fundamentais, bem como a
formacédo laboratorial que o curso de engenharia biotecnolégica me proporcionou na area da
guimica analitica, tem sido aplicada no meu dia-a-dia no laboratorio para a execucao das
minhas tarefas na area analitica.

Na funcdo de técnica especialista que desempenho integrada numa equipa de
Desenvolvimento Farmacéutico na empresa Labor Qualitas do Grupo Tecnimede, tenho como
principais atividades e responsabilidades:

e Desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas, que consiste na
definicdo do procedimento técnico para a realizagdo de um determinado ensaio,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC, cromatografia gasosa —
GC ou espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel e demonstracdo que este é
adequado para o fim proposto através da execugdo de pardmetros de validacéo;

e Analise de produto, que abrange a execucdo da operagdo técnica, segundo um
modo operativo especificado, para a caracterizacdo de uma matéria-prima,
produto semi-acabado e acabado, tratamento dos dados gerados e posterior

avaliacdo da conformidade dos resultados;
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e Monitorizacdo de estudos de estabilidade, que consiste na execucao de ensaios
referentes a uma determinada forma farmacéutica, tratamento dos dados
gerados e avaliacdo da conformidade dos resultados;

e Elaboracdo de documentagdo técnica, que inclui a elaboragdo de protocolo e
relatorio de transposicdo de método analitico de matéria-prima; protocolo e
relatorio de validacdo de método analitico de produto acabado; métodos
analiticos de analise de matéria-prima e de produto acabado; boletins de anélise
de matéria-prima, de produto acabado e de estabilidade.

De forma a demonstrar os conhecimentos, capacidades e competéncias adquiridas
com a funcdo que desempenho, serdo abordadas as tarefas que executo nas varias etapas de
desenvolvimento de um novo produto farmacéutico (medicamento genérico).

Para apresentar as tarefas que desempenho foi escolhido um projeto de
desenvolvimento de um medicamento genérico, no qual participei em todas as suas etapas na
area analitica.

Era pretendido o desenvolvimento de um medicamento genérico sob a forma
farmacéutica de capsulas doseadas a 10 mg em Ativo S com elevada qualidade, de forma a
garantir o seu desempenho ao nivel da seguranca e eficacia terapéutica. Os resultados obtidos
deste processo destinaram-se a gerar a documentacdo necessaria para solicitar a Autorizacédo
de Introdugéo no Mercado (AIM).

Durante o processo de desenvolvimento farmacéutico do medicamento genérico
participei na area analitica, nas seguintes etapas:

e Caracterizacdo fisico-quimica da substancia ativa, na qual executei os ensaios
para a anélise da matéria-prima e transposic¢ao de métodos analiticos;

e Desenvolvimento galénico, no qual executei os ensaios analiticos necessarios
para o desenvolvimento da formulagédo, a defini¢cdo do processo de fabrico e a
caracterizacdo do produto acabado;

e Desenvolvimento e validagdo dos métodos analiticos, na qual defini as
condi¢des analiticas dos ensaios efetuados por cromatografia liquida que
caracterizam o produto acabado e demonstrei a sua validade atraves da
avaliacéo de parametros de validacdo;

e Estudos de estabilidade, nos quais executei os ensaios definidos que permitiam

avaliarem a qualidade do produto.
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As principais metodologias e ensaios que apliquei no cumprimento das varias etapas
do processo de desenvolvimento do medicamento, bem como o tipo de ferramentas que
utilizei e os resultados que obtive sdo descritos neste relatério.

A minha participacdo no projeto terminou apos a finalizacdo do desenvolvimento
farmacéutico do medicamento. Este prosseguiu com a transposi¢do de escala e 0s ensaios

clinicos (biodisponibilidade/bioequivaléncia).
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I1. ENQUADRAMENTO TEORICO-CIENTIFICO

19
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

1. AEVOLUCAO DA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Apols a Primeira Guerra Mundial, assistiu-se a uma continuacdo do processo de
industrializacdo do medicamento. As industrias farmacéuticas foram assumindo desde o
principio do século até aos nossos dias o papel fundamental da preparacdo medicamentosa. As
alteracdes efetuadas no século XX modificaram a farmécia, ndo s6 na vertente técnica, mas
também cientifica e socio-profissional (Pita, 2007).

A evolucdo da técnica analitica introduziu novos processos que se mostraram de
maior interesse para a farmécia, tais como: a ultracentrifugacdo, a eletroforese e a
cromatografia. O medicamento torna-se num produto cada vez mais complexo e a sua
complexidade envolve também um crescente grau de articulacdo de diversos cientistas e
técnicos provenientes de ramos diferentes do saber. No que respeita a investigacao cientifica
houve necessidade de partilha de trabalhos entre farmacéuticos e médicos, bioquimicos,
quimicos, bidlogos, etc. Entre as novas técnicas de interesse farmacéutico e 0s novos
processos industriais sdo exemplos, a liofilizacdo, a preparacéo de soros e vacinas, a obtencédo
de diversas preparagdes bioldgicas, a obtencdo de aminoacidos, de enzimas, de antibioticos,
etc. Entre as novas formas farmacéuticas e as ja existentes que sofreram melhoramentos
significativos estdo as seguintes: capsulas, injetaveis, pés efervescentes, granulados, drageias,
comprimidos e emulsdes (Pita, 2007).

Ao longo dos tempos foram surgindo inUmeras inovacdes farmaco-terapéuticas da
maior importancia, que se vieram juntar a alguma medicacdo classica que provinha dos finais
do século XIX e dos primdrdios do século XX. A partir dos anos 60 foi introduzido o conceito
de biodisponibilidade, tornando-se tdo importante como preparar o medicamento do ponto de
vista tecnoldgico, € saber quando e qual a quantidade de farmaco disponivel no organismo
para exercer o seu efeito. Também comeca a ser decisivo compreender como 0 organismo e o
medicamento interagem. Assim foi desenvolvido cientificamente a farmacodinédmica e, muito
mais tarde, a biofarméacia e a farmacocinética (Pita, 2007).

A farmacodinamica é o campo da farmacologia que estuda os efeitos fisiol6gicos dos
farmacos no organismo, 0s seus mecanismos de agdo e a relacdo entre a concentracdo do
farmaco e o seu efeito (Lees, Cunningham & Elliott, 2004). A farmacocinética engloba as
etapas que a substancia ativa esta sujeita ap6s a administracdo do medicamento: absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e excregdo (Wannmacher & Ferreira, 1999). A biodisponibilidade
€ uma das principais propriedades farmacocinéticas das substancias ativas e consiste na

quantidade de uma dose de substancia ativa administrada ndo alterada que atinge a circulagéo
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sistémica (Shargel, Wu-Pong & Yu, 2004). A nocdo destes conceitos permitiu a evolucdo do
desenvolvimento farmacéutico e biofarmacéutico, uma vez que atraves destes estudos surgiu a
possibilidade de melhorar os medicamentos existentes e desenvolver novas formas
farmacéuticas mais eficazes devido ao conhecimento da real agdo e eficacia terapéutica que o
medicamento desenvolvido apresentava.

A partir dos anos 70 surgem novos sistemas terapéuticos: formas farmacéuticas e
outros dispositivos que permitem veicular farmacos em érgdos, tecidos, células e recetores
especificos. A biotecnologia farmacéutica surge, bem perto de nés, como area concorrente da
tecnologia farmacéutica classica (Pita, 2007).

Portugal tentou acompanhar o que se ia fazendo no estrangeiro, contudo nem sempre

os resultados eram os desejaveis, mas sim os possiveis (Pita, 2007).

2. O GRUPO TECNIMEDE

O Grupo Tecnimede € um grupo nacional privado de empresas farmacéuticas, que foi
criado em 1980. O Labor Qualitas € o pdlo de Investigacdo e Desenvolvimento que possui
uma equipa multidisciplinar, constituida por colaboradores com formacdo em diversas areas
(quimica, ciéncias farmacéuticas, biotecnologia, biologia e medicina) (Grupo Tecnimede,
2013).

E certificado pelo Infarmed de acordo com os principios da Organizacdo da
Cooperacdo Econdémica e Desenvolvimento (OCDE) para as Boas Préaticas de Laboratorio,
pelo Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC) para a norma NP EN/ IEC I1SO 17025 e
também para as Good Manufacturing Pratices — GMP — Capitulo 6 “Controlo de Qualidade”,
sendo um dos laboratdrios com capacidade técnica para anélise e libertacdo de medicamentos
para a Europa (Grupo Tecnimede, 2013).

Integrado no Labor Qualitas, o departamento de Desenvolvimento Farmacéutico esta,
entre outras atividades, direcionado para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos.
Dos diversos tipos de produtos farmacéuticos desenvolvidos, os medicamentos de uso
humano e mais especificamente os medicamentos essencialmente similares (genéricos) sao

uma das principais apostas (Grupo Tecnimede, 2013).
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3. BOAS PRATICAS DE LABORATORIO

As Boas Praticas de Laboratorio (BPL) sdo um sistema da qualidade relativo ao
processo organizacional e as condi¢des sob as quais estudos ndo-clinicos referentes a satde e
meio ambiente sdo delineados, realizados, monitorizados, registados, arquivados e relatados.
As BPL sdo aplicadas aos estudos de seguranca ambiental e salde quando exigidos pelos
Orgdos regulamentares, para registo ou licenca de produtos farmacéuticos, praguicidas,
cosméticos, veterinarios, aditivos de alimentos e ragdes, e produtos quimicos industriais (DL
n° 99/2000; Santos, 2010).

Um programa de garantia da qualidade consiste num sistema definido, incluindo o
pessoal, que € independente da execucdo do estudo e que se destina a garantir a gestdo da
instalacdo de ensaio, em conformidade com os principios das boas praticas de laboratério. A
garantia da qualidade consiste num sistema planificado de atividades que estabelece o0s
mecanismos pelos quais se assegura que todos os estudos realizados cumprem 0s requisitos
estabelecidos nas diretivas e, portanto, originam dados com elevados padrdes de qualidade e
integridade (DL n° 99/2000).

Ao ser instaurado um sistema de gestdo da qualidade, é importante conhecer o conceito
que o antecede. Qualidade pode ser definida como o grau de perfeicdo, precisdo, conformidade
em relacdo a certo padrdo, que numa escala de valores permite avaliar, e consequentemente
aprovar, aceitar ou recusar, qualquer coisa ou caracteristica. Num laborat6rio, onde ensaios,
estudos e testes sdo realizados, existe a necessidade da aceitacéo e credibilidade dos dados
obtidos, logo a qualidade é de suma importancia visto que aumenta a credibilidade, favorece a
obtencdo de dados confiaveis e corretos, reduz erros e repeticdes de trabalho, facilita a
rastreabilidade dos dados e ainda facilita a organizacdo e a comunicacgdo dos dados (DL n°
99/2000; Santos, 2010).

Sendo assim, o principal objetivo na implementacdo das BPL sera a incorporacao de
requisitos de “Qualidade” no processo de desenvolvimento do estudo que garantam a
obtencdo de dados de forma harmonizada e resultados fiaveis. Desta forma, facilita-se a
aceitacdo dos resultados evitando a duplicacdo de estudos em diferentes locais podendo-se
minimizar barreiras técnicas de comércio e obter uma melhoria e uma maior eficiéncia no que

diz respeito a protecéo, a saude humana e ao meio ambiente (DL n° 99/2000; Santos, 2010).
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4. DESENVOLVIMENTO DE UM PRODUTO FARMACEUTICO
4.1. O MEDICAMENTO

A legislagdo portuguesa define medicamento como "toda a substancia ou associagao
de substancias apresentada como possuindo propriedades curativas ou preventivas de doencas
em seres humanos ou dos seus sintomas ou que possa ser utilizada ou administrada no ser
humano com vista a estabelecer um diagnostico médico ou, exercendo uma acao
farmacoldgica, imunoldgica ou metabdlica, a restaurar, corrigir ou modificar fungdes
fisiologicas". Um medicamento genérico, € um medicamento com a mesma Composi¢cao
qualitativa e quantitativa em substancias ativas, a mesma forma farmacéutica e cuja
bioequivaléncia com o medicamento de referéncia haja sido demonstrada por estudos de
biodisponibilidade apropriados. O medicamento de referéncia, ¢ um medicamento que foi
autorizado com base em documentagdo completa, incluindo resultados de ensaios
farmacéuticos, pré-clinicos e clinicos (DL n° 76/2006, Artigo 3°).

Um medicamento genérico € um medicamento que é desenvolvido para ser um
equivalente farmacéutico de um medicamento que ja tenha sido autorizado, 0 medicamento de
referéncia. Um medicamento genérico contém a mesma substancia ativa do medicamento de
referéncia e é utilizado na mesma dose para tratar a mesma doenca que o medicamento de
referéncia. No entanto, o nome do medicamento, a sua aparéncia (por exemplo, cor ou forma)
e a sua embalagem podem ser diferentes do medicamento de referéncia (European Medicines
Agency [EMA], 2012).

Um medicamento genérico ao ser aprovado significa que possui a mesma eficacia
terapéutica e desempenho clinico que o medicamento de referéncia (Swarbrick, 2006).

Qualquer medicamento (referéncia ou genérico) deve obter uma autorizagdo de
introducdo no mercado (AIM), antes de poderem ser comercializados. A AIM ¢ concedida
depois de uma autoridade regulamentar (em Portugal, é o Infarmed) ter realizado uma
avaliacdo cientifica da eficacia, seguranca e qualidade do medicamento. Uma vez que o
medicamento de referéncia esta autorizado ha varios anos, a informacao sobre a eficacia e a
seguranca da substancia ativa que ele contém ja esta disponivel, ndo sendo necessario efetuar
estes estudos para o medicamento generico. A legislacdo farmacéutica define os testes que
devem ser realizados para demonstrar que o medicamento genérico é equivalente ao

medicamento de referéncia, para que possa adquirir uma AIM (EMA, 2012).
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Especificamente, uma empresa de producdo de um medicamento genérico necessita
de fornecer informacéo sobre a qualidade do medicamento. Na maioria dos casos, também
sera necessario fornecer dados de um estudo de bioequivaléncia para mostrar que o
medicamento genérico disponibiliza os mesmos niveis da substancia ativa no organismo que o
medicamento de referéncia. Os estudos de bioequivaléncia sdo necessarios apenas para
medicamentos destinados a exercer a sua agdo por via sistémica apds absorcao, tal como a
maioria dos medicamentos administrados por via oral. Os medicamentos genéricos que s&o
administrados diretamente na corrente sanguinea, tais como o0s parentéricos, ndo necessitam
de ser testados para a bioequivaléncia em relacdo ao medicamento de referéncia (EMA,
2012).

A avaliagdo da bioequivaléncia consiste na comparacdo de formas farmacéuticas que
sdo equivalentes farmacéuticos. Dependendo do ativo, a demonstracdo de bioequivaléncia
pode envolver estudos de dissolucdo in vitro, estudos de biodisponibilidade in vivo ou a
combinacdo destes. A biodisponibilidade consiste na taxa e extensdo na qual a substancia
ativa € absorvida e se torna disponivel no local de acdo, sendo obtida pela medicdo do ativo
no sangue ou no plasma ao longo do tempo apds administracdo do medicamento. A
bioequivaléncia é definida pela auséncia de diferenca significativa entre equivalentes
farmacéuticos na taxa e extensdo da substancia ativa disponivel no local de acdo, quando
administrados na mesma dose molar e sob condi¢cGes semelhantes, num estudo apropriado.
(Chen et al, 2001; Swarbrick, 2006).

Os medicamentos sdo compostos por substancias ativas, adicionadas ou ndo, de
excipientes. A substancia ativa, também designada de principio ativo, é a substancia de
origem vegetal, animal ou de sintese, de estrutura quimica definida, responsavel por produzir
uma alteracdo no organismo. Os excipientes sdo qualquer materia-prima que, incluida nas
formas farmacéuticas, sdo adicionadas as substancias ativas ou as suas associa¢fes para servir
de veiculo, possibilitar a sua preparagdo ou estabilidade, modificar as suas propriedades
organoléticas ou determinar as propriedades fisico-quimicas do medicamento e a sua
biodisponibilidade (Destruit, 1999).

A forma farmacéutica € o estado final que as substancias ativas e/ou excipientes
apresentam depois de serem submetidas as opera¢Ges farmacéuticas necessarias, a fim de
facilitar a sua administracdo e obter o maior efeito terapéutico desejado. A escolha da forma
farmacéutica depende principalmente dos seguintes fatores: natureza fisico-quimica do

farmaco, mecanismo de acdo, local de acdo do medicamento e dosagem — quantidade de
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farmaco na forma farmacéutica. Esta pode apresentar diferentes formas fisicas que estdo
classificadas em sélidas (comprimidos, capsulas, drageias, dvulos, supositorios, etc.), liquidas
(solugdes, suspensdo, emulsdo, etc.), pastosas (pomadas, pastas, cremes, etc.) e gasosas
(aerossois) (Destruit, 1999).

Especificamente, as capsulas sdo preparacfes sélidas que podem apresentar diversas
formas e capacidades, bem como serem moles ou duras, que contém uma uUnica dose de
substancia ativa, para administracdo oral. O enchimento de capsulas de gelatina duras, pode
ser efetuado com uma mistura de pos ou granulos. Alguns dos ensaios necessarios para a
caracterizacdo e controlo de qualidade de capsulas sdo: uniformidade de unidade de dosagem,

uniformidade de massa, dissolucédo e desagregacdo (European Pharmacopoeia <0016>, 2013).
4.2. DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO MEDICAMENTO

O desenvolvimento de um medicamento genérico geralmente comega por identificar
as oportunidades de mercado. E avaliada a estimativa do volume de vendas do produto de
referéncia e a potencial quota de mercado que a empresa espera ter quando o medicamento
genérico for aprovado. Os fatores como o tamanho de mercado, a duracdo das patentes, a
exclusividade de mercado e as fontes de matérias-primas podem afetar todo o processo de
desenvolvimento do medicamento genérico (Diniz, 2011; Zhion, 2006).

A avaliacdo e selecdo do produto a desenvolver, é efetuada por uma equipa formada
por especialistas de diferentes areas. ApoOs ser selecionado o medicamento genérico a
desenvolver, é iniciado o processo de desenvolvimento (Diniz, 2011; Zhion, 2006).

O desenvolvimento de um medicamento genérico engloba vérias fases e pode ser
esquematizado da seguinte forma (Diniz, 2011; International Conference on Harmonisation
[ICH], 2002):

1) Avaliacdo — onde ¢ efetuada a avaliagéo e selecdo do produto a desenvolver;

2) Desenvolvimento farmacéutico — que consiste no desenvolvimento farmacéutico

do produto, incluindo a selecdo da matéria-prima e dos excipientes, 0
desenvolvimento da formulagéo, desenvolvimento do processo de fabrico, selecao
do material de acondicionamento, os estudos de estabilidade acelerada numa
escala piloto e o desenvolvimento do método analitico de andlise de produto
acabado (caracterizagéo do produto acabado);

3) Transposicao de escala — em que o produto € transferido para a escala industrial

onde sdo produzidos lotes que sdo utilizados para efetuar os estudos de

biodisponibilidade/bioequivaléncia e os estudos de estabilidade;
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4) Estudos de bioequivaléncia — em que o produto é submetido a ensaios clinicos

(BD/BE) de forma a comprovar a sua similaridade com o produto de referéncia;

5) Registo — em que é efetuada a submissdo dos dossiers com a documentacéo
técnica as autoridades regulamentares com vista a obtencdo da autorizacdo de
introducao no mercado (AIM);

6) Lancamento — que engloba todas as fases de pré-lancamento e lancamento do

produto no mercado.

4.2.1. Desenvolvimento Farmacéutico

O objetivo do desenvolvimento farmacéutico € a concecdo de um produto de
qualidade e do seu processo de fabrico, de forma a obter reprodutibilidade do produto. As
informacbes e 0s conhecimentos adquiridos a partir de estudos de desenvolvimento
farmacéutico e da experiéncia no fabrico proporcionam conhecimento para apoiar 0
estabelecimento de especificacOes e controlo do processo de fabrico (International Conference
on Harmonisation [ICH], 2009).

A fase de desenvolvimento farmacéutico de um medicamento engloba varias etapas
decisivas, tais como: caracterizacdo fisico-quimica da substancia ativa, estudos de pré-
formulacdo, desenvolvimento galénico (incluindo o desenvolvimento da formulagdo, o
desenvolvimento do processo de fabrico, os estudos de selecdo do material de
acondicionamento e os estudos de estabilidade acelerada), estudo de robustez do processo de

fabrico e estudos exploratdrios de estabilidade.
4.2.1.1. ]Carateriza(;éo fisico-quimica da substancia ativa

A caraterizacdo fisico-quimica da substéncia ativa é efetuada através da execugdo
dos ensaios descritos no método analitico disponibilizado pelo fornecedor de matéria-prima.

Alguns dos ensaios a realizar sdo: descricdo, solubilidade, quantificacdo da
substancia ativa, impurezas e/ou compostos relacionados (por exemplo, utilizando
cromatografia liquida), determinagdo do teor de humidade (por exemplo utilizando o método
de Karl Fischer), quantificacdo dos solventes residuais, provenientes do processo de sintese
(por exemplo, utilizando cromatografia gasosa) e identificacdo do ativo (por exemplo,
utilizando espectroscopia de Infravermelho).

A qualidade das formulacdes é consequéncia direta da qualidade da matéria-prima
utilizada para a sua obtencdo. As caracteristicas morfoldgicas da substancia ativa tais como

tamanho de particula e forma cristalina podem influenciar as suas caracteristicas fisico-
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quimicas, como a solubilidade. Por sua vez a solubilidade condiciona as propriedades
biofarmacéuticas do medicamento, tais como a velocidade de dissolugéo e biodisponibilidade
de determinada formulagéo farmacéutica (Brand&o, Berti, Silva, & Stulzer, 2008).

As propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da substancia ativa que pode
influenciar o desempenho do medicamento e o seu fabrico, ou que foram
especificamente concebidas para a substancia ativa (por exemplo, propriedades de estado
solido), devem ser identificadas (ICH, 2009).

4.2.1.2. Estudos de pré-formulacéo

Os estudos de pre-formulacdo sdo um componente essencial do desenvolvimento de
medicamentos embora ndo estejam diretamente relacionados com o processo de
desenvolvimento de formulagdes. As atividades realizadas antes do desenvolvimento de uma
formulacdo sdo designadas de estudos de pré-formulagdo e sdo a base cientifica para o
desenvolvimento de uma formulagéo (Bansal, 2012).

Estudos de pré-formulacdo podem ser qualificados em duas classes (Bansal, 2012):

1) Propriedades de pré-formulacdo fundamentais — sdo propriedades especificas para

a molécula do farmaco, dependendo da sua estrutura quimica e das propriedades
de estado s6lido;

2) Propriedades pré-formulacdo derivadas — sdo avaliadas de forma a obter mais

conhecimento sobre questdes relacionadas com o desenvolvimento de uma forma
farmacéutica particular, como de um sélido ou liquido oral.

As propriedades de pré-formulacdo fundamentais incluem (Bansal, 2012):

1) Estudos de solubilidade - avaliacdo da solubilidade em diferentes solventes,
constante de dissociagdo (pKa), formacdo de sal, coeficiente de particdo ou
distribuicdo (log P ou log D), perfil de solubilidade — pH e cinética de dissolugéo;

2) Permeabilidade;

3) Propriedades de estado sélido — avaliagcdo da forma solida, polimorfismo, forma
solvatada e amorfa;

4) Estabilidade em estado solido e em solugdo — avaliacdo da estabilidade no perfil
de pH e a foto-estabilidade.

As propriedades de pré-formulacdo derivadas sdo especificas para a forma

farmacéutica a ser desenvolvida.

No caso de uma forma farmacéutica oral sélida, como um comprimido, incluem

(Bansal, 2012):
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1) Caracterizagdo das propriedades das particulas - como o tamanho e a morfologia

das particulas;

2) Densidade de massa;

3) Propriedades de escoamento;

4) Comportamento na compactacéo.

No caso de ser pretendido desenvolver a forma farmacéutica de capsulas, a avaliacdo
do comportamento de compactacao, ndo serd necessaria (Bansal, 2012).

A Ultima atividade a ser realizada no ambito dos estudos de pré-formulacdo, sdo os
estudos de compatibilidade, em que a estabilidade fisica e quimica da molécula de farmaco é
estudada na presenca de excipientes. Obviamente, a escolha dos excipientes é ditada pelo tipo
de forma farmacéutica a ser desenvolvida (Bansal, 2012).

Um estudo exaustivo de pré-formulacdo ajuda a compreender melhor as propriedades
fisico-quimicas da molécula de farmaco. Este fornece a base para o desenvolvimento de uma
forma farmacéutica robusta que possa sustentar o processamento e a vida em prateleira. Os
esforcos empreendidos em pré-formulacéo irdo proporcionar reducédo de custos a longo prazo,

reduzindo os desafios durante o desenvolvimento da formulagédo (Bansal, 2012).
4.2.1.3. Desenvolvimento galénico (desenvolvimento da formulacgéo)

O desenvolvimento galénico tem por objetivo desenvolver uma formulacdo
farmacéutica e consiste nos estudos requeridos para que a combinacdo entre a substancia
ativa, excipientes e embalagem resulte num produto com as caracteristicas fisicas e quimicas
requeridas (European Agency for the Evaluation of Medicianl Products/Committee for
Proprietary Medicinal Products [EMAE/CPMP], 2001).

O desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica implica a definicdo: do perfil
do produto pretendido em termos de qualidade, eficacia e eficiéncia (via de administragéo,
forma farmacéutica, biodisponibilidade, caracteristicas farmacocinéticas, dosagem e
estabilidade), da composicdo do produto, do processo de fabrico, das varidveis criticas e
controlo do processo, das especificagcdes do produto e do material de acondicionamento (ICH
— 8Q(R2), 2009; European Agency for the Evaluation of Medicianl Products/Committee for
Proprietary Medicinal Products [EMAE/CPMP], 1998).

O desenvolvimento do processo de fabrico comega uma vez conhecidos 0s
excipientes compativeis com a substancia ativa, e a forma farmacéutica que se pretende

preparar. Devem ser atingidos os seguintes objetivos (EMEA/CPMP, 2001):
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1) Desenvolver um processo de fabrico adequado para produzir um produto que

cumpra as especificacfes, 0s requisitos econdmicos e as boas préaticas de fabrico;

2) Identificar as varidveis do processo que influenciam as caracteristicas do produto;

3) Identificar as especificacdes em processo e 0s métodos de ensaio;

4) ldentificar o equipamento requerido, genérico ou especifico.

A identificacdo das variaveis criticas de controlo consiste em identificar, para cada
uma das fases do processo, as varidveis de controlo e caracteristicas do produto que o
influenciam e que resultam em alteracGes qualitativas no produto. S&o estabelecidos os
parametros para cada variavel e para cada operacdo unitaria. Também sdo definidos os
controlos em processo a efetuar, os métodos que devem ser utilizados e os critérios de
aceitacdo para os resultados das caracteristicas a controlar (EMEA/CPMP, 2001).

Durante o desenvolvimento da formulacdo é efetuada a analise comparativa de
propriedades das formulagdes teste relativamente ao medicamento de referéncia, com
particular destaque para os perfis de dissolucdo comparativos das formulacbes teste e
referéncia (ICH, 2009; EMEA/CPMP, 1998).

A selecdo do material de acondicionamento é efetuada através de um estudo, no qual
a formulacdo escolhida é acondicionada em diferentes materiais de acondicionamento e
armazenados em diferentes condi¢cdes ambientais. A escolha depende do grau de protecéo que
0 produto necessita da luz, do calor e da humidade (ICH, 2009; EMEA/CPMP, 1998).

4.2.1.4. Avaliagédo da robustez do processo de fabrico

Apobs a definicdo das fases criticas do processo de fabrico, efetuados os ensaios
relevantes na avaliacdo da influéncia de cada fase de fabrico nas caracteristicas finais do
produto e estabelecidos critérios de aceitacdo, € efetuada a avaliacdo da robustez do processo
de fabrico (ICH, 2009; EMEA/CPMP, 1998; EMEA/CPMP, 2001).

A avaliacdo da robustez do processo de fabrico implica a producdo de lotes
consecutivos da formulagdo escolhida e consiste em determinar a reprodutibilidade do
processo de fabrico que foi otimizado (ICH, 2009; EMEA/CPMP, 1998; EMEA/CPMP,
2001).

A reprodutibilidade do processo deve ser avaliada com base num plano de
amostragem focando as variaveis criticas. O nimero de lotes deve ser suficiente para
determinar variacGes inter e intra-lotes (EMEA/CPMP, 2001).
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O objetivo € demonstrar que, sem efetuar variacdes nas condigdes do processo, 0S
resultados dos pardmetros de controlo do mesmo e dos produtos intermédios e final sdo
reprodutiveis (EMEA/CPMP, 2001).

4.2.2. Estudos de Estabilidade

A finalidade dos estudos de estabilidade é estudar como a qualidade de um
medicamento varia com o tempo sob a influéncia de uma variedade de fatores ambientais, tais
como temperatura, humidade e luz, bem como para estabelecer o prazo de validade para o
medicamento e as condi¢es de armazenamento recomendadas (International Conference on
Harmonisation [ICH], 2003).

As temperaturas a que o medicamento vai ser exposto dependem da localizacao
geografica onde vai ser comercializado, existindo uma classificagdo em quatro zonas
climéticas que se subdividem. O programa de estabilidade para o medicamento deve ser
baseado no conhecimento do comportamento e propriedades da substancia ativa, de estudos
de degradacdo forcada da substancia ativa e de estudos de estabilidade de stress da
formulacéo desenvolvida. Os dados de estudos de estabilidade devem ser obtidos em lotes do
medicamento com a mesma formulagdo e acondicionado no mesmo material de
acondicionamento proposto para a comercializacdo. Deve ser utilizado o processo de fabrico
proposto de forma a simular os lotes de producdo (escala industrial), proporcionando um
produto com a mesma qualidade e cumprindo as especificacdes de um lote que se destine a
ser comercializado (ICH, 2003).

No caso de estudos de estabilidade para produtos genéricos é frequente realizar em
simultaneo estudos de estabilidade com o medicamento de referéncia, de forma a avaliar e
comparar com a formulacdo desenvolvida.

Um exemplo dum programa de estabilidade efetuado numa zona climéatica como
Portugal comporta os seguintes estudos de estabilidade (ICH, 2003):

v Estudo de estabilidade a longo termo — designados também por estudos de estabilidade

em tempo real. Para estes estudos a frequéncia de testes deve ser suficiente para
estabelecer o perfil de estabilidade do medicamento. Para produtos com prazo de validade
proposto de pelo menos 12 meses, o plano de reanalises na condicdo de armazenamento
(em geral, 25°C/60%HR) deve ser normalmente de 3 em 3 meses no 1° ano, de 6 em 6

meses no 2° ano e a partir dai anualmente;
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v’ Estudo de estabilidade em condicGes aceleradas — sdo estudos conduzidos em condicdes

de temperatura e humidade mais severas (em geral, 40°C/75%HR), de forma a potenciar a
degradacdo fisica e quimica. A informacdo retida deste estudo em conjunto com a
extraida do estudo a longo termo tém o objetivo de avaliar o impacto no produto de
exposicoes a condi¢cbes mais severas que podem ocorrer ocasionalmente na distribuicao
durante curtos periodos. O plano de reanalises inclui uma reanalise aos 3 meses e a ultima
aos 6 meses;

v' Estudo de estabilidade em condic@es intermédias — sdo estudos conduzidos em geral em

condicdes de 30°C/65%HR, de forma a aumentar moderadamente a degradacdo quimica

ou a alteracdo fisica do produto em estudo. Este estudo deve ser efetuado sempre que

exista indicacdo de que a substancia ativa sofre degradacdo aprecidvel em condicdes

aceleradas ou que o produto armazenado em condicdes aceleradas sofre alteracGes

significativas. Este tipo de estudo tem apenas caracter extrapolativo e devera ser sempre

confirmado por estabilidade a longo termo. O estudo tem uma duracdo de 12 meses, com
reanélises de 3 em 3 meses.

Sé&o consideradas alteragdes significativas: perda de 5% da poténcia relativamente ao

valor inicial, uma impureza ou produto de degradacéo fora de especificacédo, resultados fora

da especificacdo, para aspeto e propriedades fisicas (cor, separacdo de fases, dispersibilidade,

dureza) e dissolucdo excedendo o estagio de 24 unidades (ICH, 2003).

4.2.3. Caracterizacéo do Produto Acabado e Defini¢ao de Especificacoes

A definicdo do método analitico de analise de produto acabado tem como objetivo
garantir a qualidade em termos de eficécia e seguranca do produto.

Uma especificagdo é definida como a lista de testes, procedimentos analiticos e
critérios de aceitacao apropriados, os quais séo limites e intervalos numéricos ou outro critério
para o teste descrito. Estabelece uma série de critérios para 0s quais o produto acabado deve
estar conforme para ser considerado aceitavel para a utilizacdo pretendida (International
Conference on Harmonisation [ICH], 1999).

Em “conformidade com as especificagdes” significa que o produto acabado, quando
testado de acordo com os procedimentos analiticos indicados, cumpriu com os critérios de
aceitacdo indicados. As especificagdes fazem parte de uma estratégia de controlo do produto
acabado desenvolvido para assegurar a qualidade do produto e reprodutibilidade. As

especificacOes sdo escolhidas para determinar a qualidade do produto acabado em vez de ser
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efetuada uma caracterizacdo completa, e deve focar as caracteristicas necessarias para
assegurar a seguranca e eficacia do produto acabado (ICH, 1999).

Nesta etapa sdo estabelecidos os ensaios a efetuar sobre a formulagéo teste e que
constituirdo o método analitico para analise do produto acabado. O método deverd indicar e
descrever 0s ensaios necessarios a caracterizacdo da formulacdo, bem como as especificacfes

definidas para a avaliacdo da conformidade do produto acabado em cada parametro.

5. METODOLOGIAS ANALITICAS APLICADAS NA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

Durante as varias fases de desenvolvimento e também para o controlo de qualidade
de um produto farmacéutico sdo varios os ensaios e metodologias utilizados de forma a

controlar e comprovar a conformidade/qualidade do produto.
5.1. ENSAIO DE DISSOLUGAO

Qualquer substancia ativa com acdo sistémica que seja administrada por via oral tem
de ser absorvida antes que possa exercer o seu efeito. No caso das formulacbes orais solidas

para que a substancia ativa seja absorvida tém que ser assegurados dois passos iniciais:

1) A desagregagéo da forma farmacéutica com a libertagdo da substancia ativa;

2) A dissolugdo no trato gastro-intestinal.

Somente apds estas etapas é que a substancia ativa fica disponivel para absorcao.
Devido a importancia que estes processos assumem na eficacia de um medicamento foi
necessario desenvolver métodos/sistemas que permitam de uma forma sistematizada,
reprodutivel e acessivel em termos econdémicos avaliar este processo. Desta forma, ao longo
dos tempos desenvolveram-se sistemas de dissolucdo, com diversos equipamentos e
condigdes. Alguns destes tornaram-se mais comuns do que outros, quer pela sua simplicidade
e eficiéncia no que diz respeito ao objetivo de monitorizar o comportamento das formas
farmacéuticas no processo que antecede a absor¢édo, fazendo com que fossem adaptados pelas
Farmacopeias. De um modo geral, podemos assumir que um ensaio de dissolucdo devera
permitir in vitro prever o comportamento in vivo.

O ensaio de dissolucdo consiste em submeter um ndmero definido de unidades do
medicamento, individualmente, a um conjunto de condicdes previamente definidas, e medir a
quantidade de substéancia ativa libertada em funcdo do tempo (Davidson, 2004; United States
Pharmacopoeia <1092>, 2014).
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Este ensaio requer um equipamento, um meio de dissolucdo e condi¢des do ensaio
(pas ou cestos, velocidade rotacdo, volume do meio de dissolucdo) que proporcionem um
método discriminativo, mas que seja suficientemente robusto e reprodutivel. O meio de
dissolucdo deve ser biorelevante, ou seja, que possua relevancia em termos do comportamento
do medicamento in vivo. As caracteristicas de dissolu¢do de uma formulacao oral devem ser
avaliadas no intervalo de pH fisiologico entre 1.2 e 6.8 (United States Pharmacopoeia
<1092>, 2014).

A quantificagdo das amostras de dissolucdo pode ser por determinacdo
espectrofotométrica ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O método de
analise mais escolhido é a determinacdo espectrofotométrica, pois os resultados sdo obtidos
rapidamente e a andlise € simples. Os métodos por HPLC sdo utilizados quando existe uma
interferéncia significativa dos excipientes ou quando existe necessidade de aumentar a
sensibilidade analitica devido ao ativo presente na formulacdo (United States Pharmacopoeia
<1092>, 2014).

Os ensaios de dissolucdo in vitro de formas sélidas orais de libertacdo imediata,
como comprimidos e capsulas, sao utilizados para: garantir a qualidade de um produto de lote
para lote; conduzir o desenvolvimento de novas formulagfes, assegurar a continuidade da
qualidade e eficacia do produto apds certas alteracdes tais como alteracdo na formulacéo,
alteracdo do processo de fabrico, alteracdo do local de fabrico e scale-up do processo de
fabrico (Food and Drug Administration [FDA], 1997).

5.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é um método de separacdo
cromatogréafica baseada na diferenga de distribuicdo/afinidade das espécies em estudo entre
duas fases imisciveis, na qual a fase movel ¢ um liquido que é forcado a percorrer a fase
estacionaria solida contida numa coluna. Este método é baseado num mecanismo de adsorcéo,
particdo, permuta ionica, exclusdo e interacBes estereoquimicas. Os Varios tipos de
cromatografia liquida permitem o estudo de misturas muito dificeis de separar com outras
técnicas. Esta cromatografia baseia-se na distribuicdo, de acordo com as solubilidades
relativas, de moléculas de soluto entre a fase movel e a fase estacionaria (European
Pharmacopoeia <2.2.29>, 2013; Mendham, Denney, Barnes & Thomas, 2002).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem as seguintes caracteristicas: alto poder
de resolucdo, separagdes rapidas, monitorizacdo continua do eluente, medidas quantitativas

aperfeicoadas, analises repetitivas e reprodutiveis com a mesma coluna e automacdo do
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procedimento analitico e do manuseio dos dados. Estas sdo algumas das razdes pela qual esta
técnica é tdo utilizada na industria farmacéutica, para analise de matéria-prima e produto
acabado quer na quantificacdo da substancia ativa (avaliacdo do teor e eficacia), como na
avaliacdo do perfil de impurezas (segurancga) (Mendham et. al., 2002; Skoog, West & Holler,
1996).

5.3. CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa é um tipo de cromatografia utilizada para a separacdo de
compostos de uma mistura que podem ser vaporizados sem decomposi¢do, baseando-se nos
diferentes pontos de ebulicdo (ou pressdes de vapor) dos compostos (Mendham et. al., 2002;
Skoog et. al., 1996).

Esta consiste na separacdo de uma mistura nos seus componentes volateis, através da
passagem de um gas sobre um adsorvente estacionario, utilizando um mecanismo de adsor¢do
e particdo, que se faz variar em funcdo da temperatura. A amostra é vaporizada e injetada na
cabeca da coluna cromatogréafica, sendo a eluicdo atingida através do fluxo de um gas inerte
gue constitui a fase mdvel. N&do existe interacdo entre a fase mdvel e as moléculas do analito,
sendo a sua Unica funcdo o transporte do analito através da coluna (Mendham et. al. 2002;
Skoog et. al., 1996).

A cromatografia gasosa permite separar misturas complexas contendo até 200
compostos semelhantes, em amostras muito pequenas, contudo a técnica possui limitacdes. A
amostra tem de ser analisada na fase gasosa, portanto os analitos tém de ser volateis,
reduzindo para 20% dos produtos quimicos conhecidos aqueles que podem ser analisados por
esta técnica (Mendham et. al., 2002).

E normalmente utilizada para identificar a presenca de solventes residuais que
possam ter sido utilizados na producdo da substancia ativa, como no proprio processo de

fabrico da forma farmacéutica.
5.4. METODO DE KARL FISCHER

A determinacdo de pequenas quantidades de dgua presente numa amostra, pode ser
determinada pelo método de Karl Fischer, por titulacdo volumétrica ou coulométrica. A
titulacdo volumétrica é utilizada para determinacdo de humidade em amostras que variam
entre 0.005 % e 100 % de &gua. A titulagdo coulométrica, durante a qual ocorre a geragdo de
iodo, permite a medicdo rapida e precisa de humidade numa grande faixa de concentragoes,
desde 0.0001 % a 100 % de agua (Mendham et. al., 2002).
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O reagente Karl Fischer, consiste numa solucdo contendo iodo, didxido de enxofre e
imidazol. Com a presenca de agua, o iodo e o dioxido de enxofre sdo consumidos
rapidamente, pelo que a sua medicdo pode ser realizada e relacionada com o teor de agua na
amostra analisada. Inicialmente, e devido as interferéncias geradas, 0 método limitava-se aos
casos em que a substancia a ser analisada nao reagia com um dos componentes do reagente ou
com o iodeto de hidrogénio formado durante a reacdo com a agua, tais como oxidantes,
redutores, aldeidos e cetonas. Contudo, atualmente ja existem reagentes de Karl Fischer
especificos para estas substancias (Mendham et. al., 2002; Skoog et. al., 1996).

O método por titulagdo volumétrica consiste na titulacdo de uma amostra diluida num
alcool, tipicamente em metanol, com o reagente de Karl Fischer, que funciona como titulante.
O ponto final da titulacdo pode ser detetado visualmente pela mudanca de coloracdo amarela
para uma coloracdo parda provocada pelo excesso de iodo. Contudo, existem tituladores
automaticos nos quais a amostra € inserida no copo de titulagdo, homogeneizada para
assegurar a extracdo completa da humidade da amostra pela solucdo e a adicdo do reagente €
efetuada por uma bureta automatica. O ponto final é detetado por um sistema de deteccdo
biamperométrica, utilizando um elétrodo de platina (Mendham et. al., 2002; Skoog et. al.,
1996).

O método por titulacdo coulométrica consiste na adicdo da amostra ao reagente de
Karl Fischer coulométrico, que neste caso consiste numa solucéo de alcool-base (o reagente ja
possui um &lcool, como o metanol, na mistura com o iodo, didxido de enxofre e o imidazol).
Nos tituladores coulométricos, a célula de reacdo normalmente consiste num compartimento
principal, onde é colocada solucdo anddica (reagente KF) e a amostra, e um pequeno
compartimento onde se encontra um catodo. Na eletrolise, o iodo € libertado do anodo e o
ponto final detetado por um par de elétrodos que funcionam como um sistema de detecéo
biamperométrica e que indicam a presenca do iodo livre (Mendham et. al., 2002).

A grande utilizacdo do método de Karl Fischer é em grande parte devido a vérias
vantagens préaticas que detém sobre outros métodos de determinagdo de humidade, incluindo:
elevada precisdo e exatiddo, seletividade da agua, utilizacdo de pequenas quantidades de
amostra, preparagdo facil das amostras, analise rapida, faixa de medicdo quase ilimitada
(0.0001 % a 100 %), aptiddo para analisar solidos, liquidos e gases, independéncia da
presenca de outros volateis e aptiddo para automacdo. Contudo, a amostra tem de ser
facilmente dissolvida na solucdo de metanol para que a agua fique disponivel (Bruttel, &
Schlink, 2006).

35
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

5.5. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

Os espectros de infravermelho podem ser usados para identificar compostos puros ou
para a detecéo e identificacdo de impurezas, sendo que as principais aplicacOes referem-se a
compostos organicos. O nimero de onda (cm™) da regido do infravermelho mais interessante
para fins analiticos esta entre os 4000 e 400 cm™ ! (Mendham et. al., 2002; Skoog et. al.,
1996).

No infravermelho, os espectros tém origem nos diferentes modos de vibracdo e
rotacdo das moléculas. Para que um modo de vibragdo apareca no espectro de infravermelho e
absorva radiacdo incidente, € essencial que 0 momento dipolar mude durante a vibracdo. Em
muitos dos modos normais de vibracdo de uma molécula, 0s principais participantes sao 0s
atomos em ligagdo quimica. Estas vibracdes tém frequéncias que dependem primariamente
das massas dos dois atomos envolvidos na vibragdo e da constante de forca da ligagdo entre
eles. As frequéncias, porém, também sdo ligeiramente afetadas pelos outros atomos ligados
aos atomos em questdo. Estes modos de vibragdo sdo caracteristicos dos grupos quimicos da
molécula e sdo Uteis na identificacdo dos compostos, principalmente no estabelecimento da
estrutura de uma substancia desconhecida. As bandas de absorcdo sdo caracterizadas em
unidades de niimeros de ondas que sdo expressas em cm™* (Mendham et. al., 2002).

De uma certa forma, o espectro de absor¢do no infravermelho pode ser olhado como
a impressdo digital do composto. Assim, para a identificacio de um composto puro, 0
espectro da substdncia desconhecida é comparado com o espectro de uma substancia
conhecida, quando os dois espectros sdo idénticos, a identificacdo esta completa (Mendham
et. al., 2002; Skoog et. al., 1996).

E um método de simples aplicacio muito utilizado em controlo de matérias-primas,

para a identificacdo do composto.

6. DESENVOLVIMENTO E VALIDA(;AO DE METODOS ANALITICOS
6.1. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA

Durante o processo de desenvolvimento farmacéutico sdo desenvolvidos muitos
métodos por HPLC. O desenvolvimento do método analitico por HPLC esta naturalmente
relacionado com as caracteristicas do produto que se pretendem analisar e a fase do processo
de desenvolvimento galénico em que irdo ser utilizados. Numa fase inicial os métodos sdo

utilizados para a otimizacao da formulag&o e avaliacdo exploratéria da estabilidade da mesma.
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Posteriormente, serdo utilizados para a avaliacdo de estudos de estabilidade e para a libertacéo
de lotes (controlo de qualidade) (Kazakevich & Lobrutto, 2007; Ahuja & Rasmussen, 2007).
Os seguintes aspetos devem ser considerados: o tempo para desenvolver o método, o
tempo méaximo de corrida por andlise, 0 nimero de amostras por semana, a complexidade da
amostra, as propriedades fisico-quimicas do analito principal, as possiveis vias de degradacéo
(hidrdlise, oxidacao, fotolise, humidade e termolise) e se o0 analito ou analitos sdo ou nédo
ionizaveis. Os métodos devem ter a capacidade de separar a substancia ativa dos produtos de
degradacdo do produto acabado, excipientes e qualquer impureza de sintese que esteja

presente na substancia activa (Kazakevich & Lobrutto, 2007; Ahuja & Rasmussen, 2007).
6.2. VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA

A indGstria farmacéutica deve-se responsabilizar pela qualidade dos produtos
farmacéuticos, assegurando a adequabilidade dos mesmos com relagéo aos fins para os quais
tenham sido produzidos, e cumprir com as exigéncias relativas ao registo, ndo colocando 0s
pacientes em risco, em func¢do da sua inadequabilidade em termos de seguranca, qualidade ou
eficacia. Assim, para se conseguir alcancar o objetivo da qualidade de forma confiavel, ¢é
necessario a implantacdo de um Sistema de Garantia da Qualidade, que incorpore as normas
de boas préaticas de Fabricacdo e de Laboratorio, no qual os estudos da validacao constituem
parte essencial destas normas (Valentini, Sommer & Matioli, 2007).

A validacdo é a ferramenta adequada para garantir a confiabilidade da instalacdo de
um processo produtivo, de um equipamento novo e, inclusive, da metodologia analitica, em
varios sectores onde a qualidade do produto fabricado é uma das principais razdes da
existéncia da empresa. Validar um processo, equipamento, sistema ou metodologia é tornar
legitimo, através do estabelecimento de documentagdes, tudo que envolve o processo de
producdo e controle de qualidade, desde as condi¢cbes do ambiente, até aos materiais e
matérias-primas que entram na sua composicao. Por outras palavras, validar significa garantir
que o produto seja sempre fabricado da mesma forma, com a mesma qualidade e dentro dos
limites de tolerancia, rigorosamente, preestabelecidos e resultando sempre num produto com
um padrao de caracteristicas conhecidas (Valentini et. al., 2007).

A validacdo de um metodo analitico é o processo pelo qual é estabelecido, por meio
de estudos laboratoriais, que as caracteristicas de desempenho do procedimento satisfazem os
requisitos para as aplicacbes analiticas pretendidas. A validacdo de um método analitico
permite demonstrar que o método ¢ “adequado ao uso” pretendido (United States

Pharmacopoeia <1225>, 2014; International Conference on Harmonisation [ICH], 2005).
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Os varios tipos de procedimentos analiticos sujeitos a validacao séo:
e Testes de identificacao;
e Testes quantitativos do teor de impurezas;
e Testes limites de controlo de impurezas;
e Testes quantitativos do teor de substancia ativa ou de qualquer outro
componente em medicamentos.
Tipicamente, num processo de validacdo de método analitico devem ser considerados
para validacdo os seguintes parametros (ICH, 2005):

e Especificidade;

Linearidade;

Exatidao;

Precisao;

Limites de detecéo e quantificacao;
e Robustez.
Os parametros de validacdo sdo aplicados ou ndo consoante o tipo de procedimento
analitico (Anexo A) (ICH, 2005).
A adequabilidade do sistema, ndo sendo um parametro a avaliar, em cromatografia

representa uma parte integral do método e é usada para assegurar um desempenho adequado
do sistema cromatografico. Esta consiste na capacidade do sistema analitico reportar um pico
cromatografico adequado no que respeita aos parametros de avaliagdo da qualidade
cromatografica, tais como resolucdo, tempo de retencdo, nimero de pratos tedricos, fator de

simetria e repetibilidade do sistema (European Pharmacopoeia <2.2.46>, 2013)

6.2.1. Especificidade

A especificidade é a capacidade de um ensaio ser discriminativo na identificacao e
quantificacdo de um determinado composto, relativamente a outros de estrutura semelhante
ou ndo, presentes na mesma matriz. Mede o grau de interferéncia no ensaio dos restantes

componentes do sistema ou da matriz (ICH, 2005).

6.2.2. Linearidade

A linearidade é a capacidade de um ensaio reportar, numa determinada gama de
concentragOes, resultados diretamente proporcionais (ou apos sujeitos a transformacdes
matematicas bem definidas) as concentrag¢fes do analito (ICH, 2005).
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6.2.3. Exatiddo

A exatidao avalia o grau de aproximacao entre um valor obtido experimentalmente e
0 seu valor teorico. Deve ser comprovada no intervalo de concentragbes a reportar como
validado — gama de trabalho. A exatiddo pode ser inferida por comprovagéo da linearidade,
especificidade e precisao (ICH, 2005).

6.2.4. Precisao

A precisdo reflete o grau de concordéncia entre os resultados obtidos para uma
determinada acdo repetida n vezes, permitindo avaliar o grau de interferéncia gerada pelos

erros aleatorios. Neste &mbito a precisdo € considerada em trés niveis (ICH, 2005).
6.2.4.1. Repetibilidade do sistema

E a medida da variabilidade inerente ao sistema cromatografico.
6.2.4.2. Repetibilidade do ensaio

Traduz a medida da variabilidade inerente ao ensaio, incorporando a variabilidade do

procedimento experimental utilizado na preparacdo das amostras.
6.2.4.3. Precisdo intermeédia
Traduz a medida da variabilidade intra-laboratorial do ensaio na instalagéo de ensaio,
introduzida com a alteracdo do operador, do equipamento e do dia de analise.
6.2.5. Limites de Detecdo e Quantificacdo
6.2.5.1. Limite de detecdo (LD)

E a menor quantidade de analito que se pode detetar acima do ruido de fundo do
sistema de analise (ICH, 2005).

6.2.5.2. Limite de quantificacdo (LQ)

E a menor quantidade de analito que se pode quantificar cumprindo-se os requisitos
de exatidao, precisao e linearidade. O limite de quantificacdo € um parametro de quantificacdo
para niveis baixos de compostos presentes numa amostra, sendo utilizado particularmente

para a determinacgdo de impurezas e produtos de degradacédo (ICH, 2005).
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6.2.6. Robustez

A robustez é a capacidade de um método analitico ndo ser afetado na consisténcia
dos resultados que reporta, em funcdo de ligeiras alteragdes dos seus parametros analiticos
(pequena oscilacdo do pH da fase movel, temperatura, fluxo e colunas diferentes). D& uma

indicacdo da fiabilidade do método quando utilizado em rotina (ICH, 2005).
6.3. MONITORIZAGAO DA ESTABILIDADE

Adicionalmente a todos estes parametros é também importante fazer prova de que os
métodos utilizados sdo adequados para a avaliacdo do produto em condicdes de estabilidade.
Para demonstrar a adequabilidade dos métodos para a monitorizacao da estabilidade
sdo realizados ensaios de degradacdo forcada que sdo selecionados, delineados e executados
tendo por objetivos:
1) A avaliacdo da adequabilidade dos métodos detetar reducGes de teor substancia
ativa, na sequéncia de vias de degradacdo ocorridas € manter-se puro;
2) A avaliacdo da capacidade dos métodos em quantificar os compostos relacionados
na formulacdo, incluindo os potenciais produtos de degradacdo que eventualmente

surjam nas amostras.
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1. DESCRICAO DA TAREFA
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E objetivo da tarefa o desenvolvimento de um medicamento genérico sob a forma
farmacéutica de capsulas, destinado a veicular um principio ativo, doravante designado por
Ativo S. E pretendido a obtencio de um medicamento com elevada qualidade, de forma a
garantir a otimizacdo do seu desempenho ao nivel da seguranca e eficcia terapéutica. Os
resultados deste processo destinam-se a gerar a documentacdo necessaria para solicitar a
Autorizacdo de Introducdo no Mercado (AIM).

Para tal, um estudo é planeado e executado em conformidade com os principios da
Organizagdo da Cooperagdo Econdémica e Desenvolvimento (OCDE) das Boas Préticas de
Laboratorio. No Labor Qualitas estd implementado um Programa de Garantia da Qualidade,
de forma a assegurar que o0s estudos sdo realizados em conformidade com estes principios.
Neste ambito, existe um Sistema de Qualidade, que engloba a estrutura organizacional, as
responsabilidades, os procedimentos, 0S processos e 0s recursos para a implementagdo dos
planos de Qualidade. Todos os documentos (procedimentos, normas, instrucdes, etc.) sdo
escritos, avaliados e aprovados de forma a criar padrdes uniformes, facilitando a sua
compreensdo e uniformizacdo de execucdo por parte de quem os utiliza. As folhas de célculo,
que geram calculos automaticos, utilizadas para o tratamento de dados primarios, sdo
desenvolvidas e validadas, de forma a obviar a verificagdo/validacdo de todas as folhas
geradas de raiz, no ambito de qualquer ensaio ou estudo.

O desenvolvimento do medicamento é um processo gradual, que podera ser dividido
nas seguintes etapas, nas quais participei na area analitica:

1) Caracterizacdo fisico-quimica e morfologia da matéria-prima — Substancia ativa;

2) Desenvolvimento galénico;

3) Desenvolvimento e validagdo dos métodos analiticos;

4) Estudos de estabilidade.

Segue-se a descricdo sumaria das principais metodologias e ensaios que utilizei no
cumprimento das varias etapas do processo de desenvolvimento do medicamento, bem como

o tipo de ferramentas disponiveis no laboratorio e resultados obtidos.

1. CARATERIZACAO FIiSICO-QUIMICA DA MATERIA-PRIMA - SUBSTANCIA
ATIVA

Consiste na analise da substancia ativa de acordo com 0s ensaios descritos no método
analitico disponibilizado pelo fornecedor de matéria-prima. Em simultaneo é efetuada a

transposicdo de metodos analiticos, que consiste num processo que qualifica o laboratorio
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recetor para usar um procedimento analitico que foi desenvolvido/validado noutro laboratério,
de forma a garantir a obtencdo de resultados fidveis. A transposicdo de método pode ser
realizada e demonstrada por varias abordagens. A validacdo parcial dos ensaios analiticos
pelo laboratorio recetor é uma delas, tendo sido essa a abordagem seguida.

E pretendido que a matéria-prima de Ativo S esteja em conformidade com as
especificacOes, quando testada de acordo com os procedimentos analiticos, cumprindo com os
critérios de aceitacdo definidos.

Apobs a definicdo dos ensaios analiticos a serem transpostos, é efetuada a sua
validacao parcial. Estes devem demonstrar que sdo especificos, precisos e lineares.

Os sistemas de ensaio utilizados na caraterizacdo da substancia ativa sdo os descritos

na tabela 1:

Tabela 1 — Sistemas de ensaio e ensaios utilizados na carateriza¢ao da substancia ativa

Sistemas de ensaio Ensaio
Aparelho de Ponto de fusdo Ponto de fusdo
Potenciometro pH
Espectrofotometro 1V Identificagdo de substancia ativa
Metais pesados
Balanca - —
Cinzas sulfiricas
Titulador automatico (Karl Fischer) Doseamento da agua

Doseamento da substancia ativa

Cromatografo liquido (HPLC) Identificacéo e quantificacdo das impurezas
e/ou compostos relacionados

Cromatografo gasoso (GC) Solventes residuais

No @mbito deste relatorio, em relacdo a caracterizagcdo da matéria-prima, foi apenas
abordada a seguinte metodologia: quantificacdo de solventes residuais, por Cromatografia
Gasosa. A escolha desta metodologia deveu-se ao facto de ser mais complexa, apresentar um
maior grau de dificuldade de execucdo e ter sido apenas aplicada na analise de matéria-prima.

O tempo dedicado para executar esta tarefa foi de cerca de 80 horas.

2. DESENVOLVIMENTO GALENICO

E um processo que tem como objetivos o desenvolvimento da formulacdo do
medicamento genérico, a definicdo do processo de fabrico, a caracterizacdo do produto

acabado com a definicdo de especificagdes.
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No ambito do desenvolvimento da formulacédo, o estudo comparativo de perfis de
dissolucdo deve demonstrar que a formulagéo escolhida apresenta similaridade com o produto
de referéncia. Os ensaios de estabilidade exploratérios efetuados com a formulagéo
desenvolvida devem demonstrar que esta é estavel, em termos de contetdo da substéncia ativa
e produtos de degradacao quando comparada com o produto de referéncia.

Em relacdo ao processo de fabrico a avaliacdo de parametros farmacéuticos chave
deve demonstrar que 0 processo é apropriado para a producdo de cépsulas de Ativo S,
cumprindo as especificagdes e alcancando resultados repetitivos para trés lotes produzidos. O
estudo efetuado para a selecdo do material de acondicionamento primario deve permitir
concluir qual o material mais adequado.

Destaco, nas fases de ensaio de formulacdo e de fabrico dos lotes, os seguintes
ensaios e sistemas de ensaio presentes na tabela 2:

Tabela 2 — Sistemas de ensaio e ensaios utilizados na fase de desenvolvimento galénico

Sistema de ensaio Ensaio

Identificacdo de substancia ativa

Quantificacdo da substancia ativa

Identificacdo e quantificacdo dos compostos
Cromatografo liquido (HPLC) relacionados

Uniformidade unidade dosagem —
uniformidade de contelido

Quantificacdo do ativo na dissolucdo

Aparelho de desagregacao Desagregacao

Massa média

Balanca - -
Uniformidade de Massa

Titulador automatico (Karl Fischer) Doseamento da agua

No &mbito deste relatdrio, em relacdo ao desenvolvimento galénico, foram abordados
todos os ensaios que utilizei durante esta etapa. O tempo dedicado para executar esta tarefa foi

de cerca de 720 horas.

3. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS

Tem como objetivo desenvolver e validar a metodologia analitica selecionada para
controlar/avaliar a qualidade das capsulas de Ativo S.
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A definicdo do objetivo de determinado ensaio, ou seja o fim a que se destina o
ensaio (identificacdo do ativo, quantificacdo do ativo, quantificacdo dos compostos
relacionados, etc.), é fundamental para o desenvolvimento de um método analitico, que
consiste na definicdo das condi¢fes analiticas. A validacdo de um método analitico € o
processo que permite demonstrar que um método é adequado para o fim proposto, garantindo
resultados fidveis.

Os métodos analiticos a desenvolver devem ser adequados para o fim proposto. A
sua comprovacao deve ser efetuada através da validacdo, a qual deve demonstrar que estes sdo
especificos, exatos, precisos e lineares na gama de trabalho pretendida.

Na tabela 3 encontram-se 0s ensaios e sistemas de ensaio que utilizei durante o

desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos:

Tabela 3 — Sistemas de ensaio e ensaios desenvolvidos e validados

Sistema de ensaio Ensaio

Identificacdo da substancia ativa

Quantificacdo da substancia ativa

Cromatdgrafo liquido (HPLC) — — -
Identificacdo e quantificacdo dos compostos relacionados

Quantificacdo da substancia ativa na dissolucédo

A validade dos métodos analiticos selecionados para a analise do produto acabado
foi demonstrada, atraves da avaliacdo da conformidade de pardmetros de validagdo a seguir
especificados na tabela 4:

Tabela 4 — Parametros de validagdo

Ensaios
Doseamento Compostos relacionados Dissolugdo
Especificidade Especificidade Especificidade
Linearidade gama alta Linearidade gama baixa Linearidade
Repetibilidade do sistema Repetibilidade do sistema Repetibilidade do sistema
Repetibilidade do método Repetibilidade do método Repetibilidade do método
Exatidéo Exatiddo Exatiddo
Monitorizacéo da estabilidade | Monitorizacdo da estabilidade -

No ambito deste relatorio, em relagdo ao desenvolvimento e validagdo de métodos

analiticos, serdo apenas abordados os ensaios de quantificacdo da substancia ativa e

45
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

identificacdo/quantificacdo de compostos relacionados. A escolha destas metodologias
deveu-se ao facto de serem as mais complexas e apresentarem um maior grau de dificuldade

de execucgdo. O tempo dedicado para executar esta tarefa foi de cerca de 960 horas.

4. ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Tem como finalidade estudar a variacdo das propriedades de um medicamento ao
longo do tempo devido a influéncia de uma variedade de fatores ambientais, tais como a
temperatura, a humidade e a luz.

E pretendido determinar os periodos e as condi¢bes de armazenamento em que 0
medicamento mantém as suas caracteristicas, logo mantem-se estavel.

Os estudos de estabilidade acelerada, intermédia e a longo termo da formulacéo teste

implicaram o recurso essencialmente aos equipamentos referidos na tabela 5:

Tabela 5 — Equipamentos utilizados para executar os estudos de estabilidade

Equipamentos Objetivo
Estufas Proporcionar as condigdes ambientais necessarias e previamente definidas
climatizadas para a execucdo dos estudos de estabilidade

A ocorréncia de alteragbes das propriedades, ao longo dos estudos de estabilidade,
foi avaliada com recurso a ensaios e a sistemas de ensaio igualmente utilizados na respetiva

analise de produto acabado, de acordo a tabela 6:

Tabela 6 — Sistemas de ensaio e ensaios utilizados nos estudos de estabilidade

Sistema de ensaio Ensaio

Identificacdo da substancia ativa

. o Quantificacéo da substancia ativa
Cromatografo liquido (HPLC)

Identificacdo e quantificagcdo dos compostos relacionados

Quantificacdo da substancia ativa na dissolucéo

Balanca Massa média

Titulador automatico

. Doseamento da agua
(Karl Fischer) 9

No a@mbito deste relatério, em relacdo aos estudos de estabilidade, foram abordados
todos 0s ensaios que utilizei durante esta etapa. O tempo dedicado para executar esta tarefa foi

de cerca de 480 horas.
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V. DESENVOLVIMENTO DAS TAREFAS
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CARATERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA MATERIA-PRIMA
1. OBJECTIVO

Esta etapa foi levada a cabo de modo a caracterizar e avaliar a conformidade da
substancia ativa, tendo em vista o fim a que se destina o produto final do desenvolvimento em
curso. Para tal foram realizados os ensaios descritos no método analitico disponibilizado pelo
fornecedor de matéria-prima e a sua conformidade foi testada tendo por referéncia as
especificacbes definidas na documentacdo Drug Master File emitida pelo fornecedor de

matéria-prima.

2. METODO ANALITICO

O método analitico para a analise da substancia ativa designada por Ativo S e as

respetivas especificacdes, encontram-se descritos no Anexo B.

3. ENSAIOS TRANSPOSTOS

A transposicdo de procedimentos analiticos, também referida como transposicédo de
método analitico, é o processo documentado que qualifica um laboratoério (laboratério recetor)
para usar um procedimento analitico que foi desenvolvido/validado noutro laboratdrio. E
pretendido garantir que o laboratério recetor tem o conhecimento processual e capacidade
para realizar o procedimento analitico transferido como pretendido, obtendo dessa forma
resultados fidveis. A transposicdo de método pode ser realizada e demonstrada por varias
abordagens, sendo a validacdo parcial dos ensaios analiticos pelo laboratério recetor um deles.

Alguns dos ensaios realizados no @mbito da avaliagcdo/controlo da matéria-prima sao
ensaios normalizados e descritos nos documentos oficiais, como por exemplo na Farmacopeia
Europeia, ndo necessitando de transposicdo especifica uma vez que o laboratério recetor ja
tem alguma experiéncia na realizagdo destes ensaios. Apos a avaliacdo dos ensaios incluidos
no método analitico para a andlise da substancia ativa em relagdo a sua execugdo e grau de
dificuldade, foram transpostos o0s seguintes ensaios: doseamento da substancia ativa e
quantificacdo dos compostos relacionados, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e quantificacdo de solventes residuais, por cromatografia gasosa (GC).

No ambito deste relatorio, serd abordada a seguinte metodologia: quantificagdo de
solventes residuais, por cromatografia gasosa. Para efetuar a demonstracdo de capacidade
para a realizacdo do ensaio (transposicdo) foram avaliados os seguintes parametros de

validacdo: especificidade, linearidade, limite de detecdo, limite de quantificacéo e precisao.
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3.1. SOLVENTES RESIDUAIS

A matéria-prima - substancia ativa - normalmente é acompanhada de varias
impurezas, cuja natureza e quantidade depende fundamentalmente quer das condigdes
reacionais que sdo utilizadas durante o processo de sintese, quer da estabilidade do produto
final.

O ensaio de solventes residuais é utilizado para determinar um conjunto de
contaminantes que por vezes acompanham a matéria-prima e que tém uma particularidade
entre eles. Sdo substancias quimicas volateis a temperatura ambiente ou a temperaturas
consideradas baixas comparativamente com a maioria das substancias existentes na matriz da
amostra de matéria-prima. Estas substancias sdo principalmente solventes utilizados durante o
processo de sintese da matéria-prima com diversas funcGes. Contudo, poderdo ser também
produtos de degradacdo da propria matéria-prima que devido as suas caracteristicas fisicas
podem ser quantificados por esta via.

Os solventes residuais possiveis de estar presentes nesta matéria-prima sdo o
metanol, o éter de petrdleo, o acetato de etilo, o tetrahidrofurano e o tolueno.

A transposi¢do do ensaio de solventes residuais foi efetuada tendo em conta as
especificacbes definidas pelo fornecedor da matéria-prima: 3000 ppm para o metanol, 290
ppm para o éter de petréleo, 5000 ppm para o acetato de etilo, 720 ppm para o
tetrahidrofurano e 890 ppm para o tolueno.

O éter de petréleo sendo composto por uma mistura de hidrocarbonetos, o seu
cromatograma apresenta varios picos, os quais foram designados por pico 1, 2, 3, 4 e 5. Os
resultados dos varios parametros de validacdo avaliados para o éter de petroleo foram obtidos

através do somatorio das areas dos varios picos constituintes deste composto.

3.1.1. Parametros Cromatograficos

O sistema cromatogréafico foi avaliado em termos dos tempos de retencdo obtidos
para cada um dos solventes residuais presentes numa solucéo padrdo & concentracdo maxima
permitida (0.06 mg/mL de metanol — 3000 ppm, 0.0058 mg/mL de éter de petréleo — 290
ppm, 0.1 mg/mL de acetato de etilo — 5000 ppm, 0.0144 mg/mL de tetrahidrofurano — 720
ppm e 0.0178 mg/mL de tolueno — 890 ppm), presentes na tabela 7.
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Resultados

Tabela 7 — Tempos de retencdo obtidos para o ensaio de solventes residuais

Componentes TR (min)
Metanol 2.885
Pico 1 3.964
Pico 2 4.960
Eter de petroleo Pico 3 6.143
Pico 4 6.840
Pico 5 7.714
Acetato de etilo 10.740
Tetrahidrofurano 11.565
Tolueno 22.704

O sistema cromatografico demonstrou que os picos cromatograficos correspondentes
aos varios solventes residuais encontram-se bem separados. O pico do diluente

(dimetilsulféxido) apresentou um TR de 24.522 minutos.

3.1.2. Especificidade

De modo a confirmar a capacidade do ensaio ser discriminativo na identificacéo e
guantificacdo de um determinado composto presentes na mesma matriz, foram injetadas
separadamente a solucdo padréo (0.06 mg/mL de metanol, 0.0058 mg/mL de éter de petrdleo,
0.1 mg/mL de acetato de etilo, 0.0144 mg/mL de tetrahidrofurano e 0.0178 mg/mL de
tolueno), a solucdo amostra de substancia ativa (20 mg/mL), solvente (dimetilsulfoxido) e
solugdes individuais de cada solvente residual (0.06 mg/mL de metanol, 0.0058 mg/mL de
éter de petréleo, 0.1 mg/mL de acetato de etilo, 0.0144 mg/mL de tetrahidrofurano e 0.0178
mg/mL de tolueno).

Critério de aceitacdo
e Auséncia de picos interferentes ao tempo de retencdo dos picos de metanol, éter de
petréleo, acetato de etilo, tetrahidrofurano e tolueno.
Resultados

As figuras de 1 a 7 representam 0s cromatogramas obtidos na avaliacdo da

especificidade do ensaio de solventes residuais.
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Figura 2 — Cromatograma de solucéo padréo de metanol
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Figura 3 — Cromatograma de solucéo padréo de acetato de etilo
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Figura 4 — Cromatograma de solugdo padrédo de tetrahidrofurano
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Figura 5 — Cromatograma de solucéo padréo de tolueno
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Figura 6 — Cromatograma de solugdo padrdo de éter de petroleo
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Figura 7 — Cromatograma de solucdo padréo de metanol, éter de petroleo, acetato de etilo,
tetrahidrofurano e tolueno

O método para a quantificacdo de solventes residuais mostrou ser especifico devido a
auséncia de picos interferentes ao tempo de retencdo do metanol, éter de petréleo, acetato de
etilo, tetrahidrofurano e tolueno, bem como para os restantes componentes do sistema

cromatografico.

3.1.3. Linearidade

O estudo da linearidade foi efetuado para cada um dos solventes residuais tendo
como 100% a concentracdo correspondente ao limite maximo permitido, ou seja a uma
solucgéo padrao de 0.06 mg/mL de metanol, 0.0058 mg/mL de éter de petréleo, 0.1 mg/mL de
acetato de etilo, 0.0144 mg/mL de tetrahidrofurano e 0.0178 mg/mL de tolueno que
corresponde a 3000 ppm de metanol, 290 ppm de éter de petréleo, 5000 ppm de acetato de
etilo, 720 ppm de tetrahidrofurano e 890 ppm de tolueno.

A partir de uma solugéo stock a 0.12 mg/mL de metanol, 0.0119 mg/mL de éter de
petrdleo, 0.2 mg/mL de acetato de etilo, 0.0289 mg/mL de tetrahidrofurano e 0.0357 mg/mL
de tolueno, foram efetuadas diluicbes para obter solugdes com as seguintes concentragoes
(tabela 8):
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Tabela 8 — Concentrac@es estudadas na linearidade de solventes residuais

Nivel de Metanol Eter petrdleo | Acetato etilo | Tetrahidrofurano Tolueno
concentracdo | (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
20 % 0.012 0.00116 0.020 0.00288 0.00356

35 % 0.021 0.00203 0.035 0.00504 0.00623

50 % 0.030 0.00290 0.050 0.0072 0.00890

75 % 0.045 0.00435 0.075 0.00108 0.01335

100 % 0.060 0.00580 0.100 0.01440 0.01780
150 % 0.090 0.00870 0.150 0.02160 0.02670

Para a avaliacdo da linearidade foi aplicado o método dos minimos quadrados
(regressdo linear). Os parametros avaliados sdo o coeficiente de correlacdo (r), valor de

declive, valor de intercecdo no eixo dos Y e a distribuicdo dos residuos.
Critério de aceitacéo

e O coeficiente de correlacdo € maior do que 0.995;

e Os residuos estdo distribuidos aleatoriamente em torno de zero.
Resultados

Linearidade do Metanol

A figura 8 representa a regressao linear das respostas das solucdes de metanol em
funcdo das concentragdes entre 0.012 mg/mL e 0.090 mg/mL, correspondendo a uma variagdo
entre 20 % e 150 %, em relacdo ao limite maximo permitido para este solvente (0.060
mg/mL).

Linearidade do metanol

14
2T r= - ® Resposta
510 y =146,82x- 0,5082
2 8+ .
%L 6 T B Resposta prevista
& o4+
(2) 1 ) ) ) ) — Linear (Resposta)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Conc. (mg solv/ml)

Figura 8 — Linearidade para o metanol
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Os parametros obtidos atraves da regressdo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentracGes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacéo
(tabela 9 e figura 9).

Tabela 9 — Pardmetros da regresséo linear

Paréametro Resultados
r 0.9998
Declive 146.818
Intercecgéo -0.0508

Distribuicio dos residuos

0.15
*
01t
2005 + .
E 0 | : : : L4
005 & o oo o_.oe' 0,08 01
-0.1

Conc. (mg solv/ml)

Figura 9 — Distribuig&o residual em torno de zero para a linearidade do metanol

Linearidade do Eter de petréleo

A figura 10 representa a regressao linear das respostas das solucdes de éter de
petrleo em funcdo das concentragdes entre 0.00118 mg/mL e 0.00870 mg/mL,
correspondendo a uma variacao entre 20 % e 150 %, em relacdo ao limite maximo permitido

para este solvente (0.0058 mg/mL).

Linearidade do éter de petréleo

70
= 28 1 y=74104x+00875 ¢ Resposta
§_ 40 | s R )
3 30 4 esposta prewsta
= 20 |
lg T . ‘ . . —— Linear (Resposta)

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Conc. (mg solv/ml)

Figura 10 — Linearidade para o éter de petrdleo
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Os parametros obtidos atraves da regressdo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentracGes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacéo
(tabela 10 e figura 11).

Tabela 10 — ParAmetros da regressao linear

Parametro Resultados
r 0.9997
Declive 7410.41
Intercecgéo 0.0875

Distribuicio de residuos

1.2
1 + *
0.8 +
206 +
S04
202+
=] * f f 1 1 ry
-03.0p00 0,0820 0,0040 0,0060 0,0080 0,0100
04 + . .
-0.6

Conc. (mg solv/ml)

Figura 11 — Distribuic&o residual em torno de zero para a linearidade do éter de petréleo

Linearidade do Acetato de etilo

A figura 12 representa a regressao linear das respostas das solugbes de acetato de
etilo em funcdo das concentracdes entre 0.020 mg/mL e 0.150 mg/mL, correspondendo a uma
variacdo entre 20 % e 150 %, em relacdo ao limite maximo permitido para este solvente
(0.100 mg/mL).

Linearidade do acetato de etilo

120

100 +
3 g0 J ¥=676.77x-0.2736 ¢ Resposta
g
% 60 B Resposta prevista
o 40 +
20 +
0 f f ; —— Linear (Resposta)

0 0,05 0,1 0.15 0.2

Conc. (mg solv/ml)

Figura 12 — Linearidade para o acetato de etilo
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Os parametros obtidos atraveés da regressdo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentracGes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacéo
(tabela 11e figura 13).

Tabela 11 — Par@metros da regressao linear

Parametro Resultados
r 1.0000
Declive 676.770
Intercecgéo -0.2736

Distribuicio dos residuos

0.5
04 T .
03 T
202+ ¢
=01 1 *
£ 0 | | | | | | |
‘iggmoo 0.0200 00400 00600 00800 01000 01200 01400 01600
03 + . .
0.4

Conc. (mg solv/ml)

Figura 13 — Distribuicéo residual em torno de zero para a linearidade do acetato de etilo

Linearidade do Tetrahidrofurano

A figura 14 representa a regressdo linear das respostas das solugbes de
tetrahidrofurano em funcdo das concentracdes entre 0.00288 mg/mL e 0.02160 mg/mL,
correspondendo a uma variacao entre 20 % e 150 %, em relacdo ao limite maximo permitido

para este solvente (0.01440 mg/mL).

Linearidade do tetrahidrofurano

30
= 3T y=1160.5x%- 00159 ¢ Resposta
§ 20 -
§ 15 7 B Resposta prevista
= 10 +
5+ .
0 ‘ ) ) ‘ —— Linear (Resposta)
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Conc. (mg solv/ml)

Figura 14 — Linearidade para o tetrahidrofurano
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Os parametros obtidos atraves da regressdo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentracGes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacao

(tabela 12 e figura 15).

Tabela 12 — ParAmetros da regressao linear

Parametro Resultados
r 1.0000
Declive 1160.53
Intercecgéo -0.0159

Distribuicio de residuos

0.1
0,08 + *
. 0,06
£ 004 T *
= 002 +
5 0 | | ‘ T
®.0,02 ¢ 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
-0,04 + .
-0,06 *
0,08

Conc. (mg solv/ml)

Figura 15 — Distribuicdo residual em torno de zero para a linearidade do tetrahidrofurano

Linearidade do Tolueno

A figura 16 representa a regressdo linear das respostas das solugcfes de tolueno em
funcdo das concentracbes entre 0.00356 mg/mL e 0.02670 mg/mL, correspondendo a uma
variacdo entre 20 % e 150 %, em relacdo ao limite maximo permitido para este solvente
(0.0178 mg/mL).

Linearidade do tolueno

30
= 31 y=99563x+0,1237 ¢ Resposta
2 207
= 15 B Resposta prevista
o
~ 10 +
(5) T ‘ ‘ —— Linear (Resposta)
0 0,01 0,02 0,03

Conc. (mg solv/ml)

Figura 16 — Linearidade para o tolueno
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Os parametros obtidos através da regressdo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentracGes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacéo
(tabela 13 e figura 17).

Tabela 13 — ParAmetros da regressao linear

Parametro Resultados
r 0.9998
Declive 995.633
Intercepgéo 0.1237

Distribuicio de residuos

: e
o P = Sies
Lh = Lh D Lh

=]

Residuos

=

)
h O
-

r 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 » 0.03
+* *

-0.15

Conc. (ng solv/ml)

Figura 17 — Distribuicdo residual em torno de zero para a linearidade do tolueno
3.1.4. Limite de Detecéo

O limite de detecdo consiste na menor concentracdo que permite identificar com
fiabilidade a presenga do analito num determinado sistema. Foram confirmadas
experimentalmente as concentra¢@es indicadas pelo fornecedor da matéria-prima como sendo
os limites de detecdo pela injecdo repetida dos analitos as referidas concentracdes, para a

analise do desvio padrdo relativo (RSD) nesse ponto.
Critério de aceitagcdo

e Para um minimo de 5 inje¢Bes: RSD < 20%.

Resultados

A tabela 14 apresenta as concentragdes confirmadas experimentalmente que
permitem identificar com fiabilidade a presenca dos analitos, apresentaram valores de desvio
padrdo relativo aceitaveis para as 6 inje¢oes de solucdo padrdo (RSD < 20%).
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Tabela 14 — Limites de detecdo obtidos para o ensaio de solventes residuais

Componente LD (mg/mL) RSD (%)
Metanol 0.00400 19.06
Eter de petréleo 0.00038 10.18
Acetato de etilo 0.00666 6.80
Tetrahidrofurano 0.00096 19.94
Tolueno 0.00118 4.72

3.1.5. Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo consiste na menor concentracdo de um analito que um
determinado ensaio tem capacidade de quantificar com exatiddo e preciséo pretendida. Assim,
0 método terd de ser exato, preciso e linear nesse ponto. De forma a comprovar o limite de
quantificacdo determinado pelo fornecedor da matéria-prima foi efetuada uma confirmacéo
experimental pela injecdo repetida dos analitos as referidas concentragdes, para a analise do

desvio padréo relativo (RSD) nesse ponto.
Critério de aceitacéo

e Para um minimo de 5 inje¢fes: RSD < 10%.

Resultados

A tabela 15 apresenta as concentracbes confirmadas experimentalmente que
permitem quantificar com fiabilidade os analitos, apresentaram valores de desvio padrdo

relativo aceitaveis para as 6 injecOes de solucao padrdo (RSD < 10%).

Tabela 15 — Limites de quantificagdo obtidos para o ensaio de compostos relacionados

Componente LQ (mg/mL) RSD (%)
Metanol 0.01200 9.23
Eter de petrdleo 0.00116 8.46
Acetato de etilo 0.02000 3.17
Tetrahidrofurano 0.00288 8.54
Tolueno 0.00356 3.21

3.1.6. Precisao

3.1.6.1. Repetibilidade do sistema
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De modo a demonstrar que o sistema (equipamento/metodo) permite a obtencao de
resultados com uma variabilidade aceitavel foi levada a cabo a injecdo repetida e por seis
vezes consecutivas da mesma solucdo padrdo contendo 0.06 mg/mL de metanol, 0.0058
mg/mL de éter de petroleo, 0.1 mg/mL de acetato de etilo, 0.0144 mg/mL de tatrahidrofurano
e 0.0178 mg/mL de tolueno.

Os resultados foram expressos em termos do desvio padrdo relativo (RSD) entre as

seis determinagdes.
Critério de aceitacéo
e Para ndo menos de cinco determinagdes: RSD (areas) < 15.0%.
e Para ndo menos de cinco determinacdes: RSD (tempo retencédo) < 2.0%.
Resultados
Os resultados da repetibilidade do sistema, obtidos com a solucdo padrdo estdo

representados nas tabelas 16, 17 e 18, e cumprem os critérios de aceitacéo.

Tabela 16 — Repetibilidade do sistema dos solventes residuais (metanol, acetato de etilo,
tetrahidrofurano e tolueno)

Metanol Acetato de etilo Tetrahidrofurano Tolueno
Area TR (min) Area TR (min) Area TR (min) Area TR (min)
Média
8.091 2.850 68.162 0.884 16.715 10.624 17.678 22.544
RSD (%)
2.04 0.00 3.44 0.01 3.65 0.01 3.55 0.00

Tabela 17 — Repetibilidade do sistema dos solventes residuais (éter de petréleo: pico 1, pico 2 e pico

3)
Eter petréleo
Pico 1 Pico 2 Pico 3
Area TR (min) Area TR (min) Area TR (min)
Média
22.695 3.962 5.655 4.858 18.606 5.983
RSD (%)
11.33 0.01 10.34 0.02 10.45 0.01
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Tabela 18 — Repetibilidade do sistema dos solventes residuais (éter de petrdleo: pico 4 e pico 5)

Eter petroleo
Pico 4 Pico 5
Area TR (min) Area TR (min)
Média
5.064 6.621 0.899 7.421
RSD (%)
9.24 0.02 10.76 0.05

3.1.6.2. Repetibilidade do ensaio

De modo a demonstrar que era conseguido internamente obter resultados com uma
variabilidade aceitavel foram preparadas 6 amostras a partir da mesma amostra homogénea e
analisada a variagdo obtida. Detalhadamente, foram analisadas seis amostras de Ativo S a 20
mg/mL, sobrecarregadas com 0.06 mg/mL de metanol, 0.0058 mg/mL de éter de petréleo, 0.1
mg/mL de acetato de etilo, 0.0144 mg/mL de tetrahidrofurano e 0.0178 mg/mL de tolueno,
que correspondem as concentragdes maximas permitidas para cada um dos solventes.

Os resultados foram expressos em termos da média da recuperacdo e do desvio
padrdo relativo (RSD) entre as seis determinagdes.

Critério de aceitacdo

e Para ndo menos de cinco determinacdes: RSD < 15.0%;
e O desvio entre a média calculada e a média dos valores tedricos ndo deve ser superior
a 10% desta (90% - 110%).

Resultados

Pela analise dos resultados apresentados na tabela 19, é possivel verificar que para o
ensaio de solventes residuais, os valores de desvio padrdo relativo obtidos cumprem os

critérios de aceitagéo.
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Tabela 19 — Repetibilidade do ensaio para os solventes residuais

Metanol Eter de petrdleo Acetato de etilo | Tetrahidrofurano Tolueno
97.8 105.6 98.7 97.6 97.5
92.0 105.8 97.3 96.0 94.5
90.9 105.7 97.7 96.0 94.9
93.3 106.0 97.9 95.8 96.3
92.6 103.8 98.0 9.4 95.2
92.9 105.6 98.0 97.0 95.2

Média (%0)
93.3 105.4 97.9 96.5 95.6
RSD (%)
2.6 0.8 0.5 0.7 1.1

4. CONCLUSAO

Ap6s a analise completa da substancia ativa efetuada de acordo com 0s ensaios
descritos no método analitico disponibilizado pelo fornecedor de matéria-prima (Anexo B) foi
demonstrada que esta estava em conformidade com as especificacdes, cumprindo com 0s

critérios de aceitacao definidos e emitido o boletim analitico (Anexo C).
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DESENVOLVIMENTO GALENICO
1. OBJECTIVO

O objetivo deste desenvolvimento foi a obtencdo de um medicamento genérico sob a
forma farmacéutica de cépsulas doseadas a 10 mg de Ativo S com elevada qualidade e
estabilidade, apresentando perfis de dissolugéo similares ao produto de referéncia.

2. MEDICAMENTO

O medicamento desenvolvido é constituido por uma mistura de pds contendo Ativo S,

para o0 enchimento de cépsulas.
2.1. DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

O medicamento foi desenvolvido de forma a obter um medicamento genérico do
produto de referéncia, apresentando uma formulacéo de libertacdo imediata.

O objetivo principal do desenvolvimento da formulagdo, foi a obtencdo de uma
formulacdo simples e estavel que preencha todos os requisitos de qualidade e que demonstre
equivaléncia in vivo com o produto de referéncia.

Os ensaios de dissolucdo in vitro sdo os métodos preditivos mais sensiveis e
confidveis da disponibilidade do farmaco in vivo. A comparacdo de perfis de dissolucdo da
formulacdo teste e do produto de referéncia proporciona uma previsdo da possivel

equivaléncia in vivo entre os dois produtos.

2.1.1. Propriedades Fisico-Quimicas e Bioldgicas

Os ensaios de dissolugdo devem mimetizar, o mais possivel, as condigdes
fisioldgicas que o farmaco encontra no organismo humano, para que os resultados obtidos in
vitro possam ser correlacionados com o comportamento in vivo. A mimetizagdo requerida
pode ser conseguida, pela composi¢cdo do meio de dissolucdo, velocidade de agitacdo baixa,
volume (+ 900 mL estdmago) e duragdo (tempo de esvaziamento gastrico). ldealmente, um
meio de dissolucdo é desenvolvido tendo por base o intervalo de pH existente no trato gastro-
intestinal, entre 1.2 e 6.8 (Anexo D).

O desenvolvimento do ensaio de dissolugdo teve em atengdo as propriedades fisico-
guimicas da substancia activa, a qual é facilmente solivel em agua (2.9 mg/mL em &gua) e
rapidamente absorvida pelo organismo, atingindo a concentragdo maxima em

aproximadamente 1.2 horas. Foi testada a sua solubilidade em diferentes meios de dissolucéo,
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tais como, solucdo de &cido cloridrico (HCI) a 0.1N, tampédo fosfato 0.05M a pH 4.5 de
acordo com a Farmacopeia Europeia (European Pharmacopoeia, Ph. Eur.) e tampdo fosfato
0.05M a pH 6.8 de acordo com a Farmacopeia Americana (United States Pharmacopoeia,
USP). Para tal o equivalente a dose maxima diaria do medicamento, correspondendo a 15 mg
de ativo, foi dissolvido em 250 mL de meio de dissolucdo. Verificou-se que o ativo dissolveu
completamente nesse volume de meio de dissolucdo, sendo considerada altamente soltvel
(Anexo D). Com base nestas consideracGes foram testados diferentes condi¢cbes com o intuito
de definir aquelas com melhor poder discriminatério na libertagdo da substéncia ativa da
forma farmacéutica em estudo.

Cada método utilizado para avaliar o perfil de dissolucdo apresenta caracteristicas
hidrodindmicas e parametros de velocidade de agitacdo proprios, consoante a forma
farmacéutica. Tendo em conta a forma farmacéutica em estudo (capsulas), foi selecionado o
método de cestos (European Pharmacopoeia <2.9.3>, 2013).

As condicdes de agitacdo meédia devem ser mantidas durante todo o ensaio de
dissolucdo, sendo recomendada uma velocidade de agitacdo de 50 a 100 rpm para 0 método
de cestos, segundo as Farmacopeias. A agitacdo diminui a camada de difusdo, aumentando o
contacto da particula com o meio de dissolucdo. Este fendmeno também aumenta a
velocidade de dissolucdo, uma vez que evita 0 aumento da concentracdo de soluto na camada
de difusdo, para além de favorecer a homogeneizacdo do meio.

Relativamente a temperatura, as Farmacopeias especificam a manutencdo de 37°C +
0,5°C para formas farmacéuticas orais. Na maioria das situacdes, a dissolucdo é um fenémeno
endotérmico, como tal, 0 aumento da temperatura contribui para o aumento da solubilidade e
consequente dissolugéo.

Os trés meios de dissolucédo selecionados para avaliar a libertacdo in vitro de Ativo S
das cépsulas e desta forma colaborar no desenvolvimento da formulagéo, foram os seguintes:
HCI 0.1 N, Tampao fosfato 0.05M a pH 4.5 (Phr. Eur.) e Tampao fosfato 0.05M a pH 6.8
(USP).

Os ensaios de dissolucgéo in vitro para as capsulas de Ativo S foram realizados num
equipamento de dissolucdo e a sua quantificacdo atraves de um meétodo analitico por HPLC
(Anexo E), previamente desenvolvido e validado.

As condigdes de dissolugéo escolhidas encontram-se descritas na tabela 20.
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Tabela 20 — Condic¢des do ensaio de dissolucdo

Aparelho N.° 1 — Cestos

Velocidade de agitacéo 50 rpm
HCI0.1 N

Meio de Dissolugéo (3) Tampdo fosfato 0.05M, pH 4.5 (Ph. Eur.)
Tampéo fosfato 0.05M, pH 6.8 (USP)

VVolume de meio 1000 mL

Temperatura 37.0°C+0.5°C

Quantificacdo Metodologia HPLC

A comparagdo dos perfis de dissolugdo da formulacdo teste e do produto de
referéncia é efetuada com base no calculo dos fatores de diferenca (f1) e de similaridade (f2)
(Anexo D). No caso do calculo do fator de similaridade (f2), a formulacéo teste e o produto de
referéncia sdo considerados equivalentes se for obtido um valor entre 50 e 100. Contudo, nos
casos em que, para os produtos teste e referéncia, o valor de dissolucdo é superior a 85% aos
15 minutos, os perfis de dissolu¢do sdo considerados similares sem recorrer ao célculo do
fator de similaridade (f2) (Anexo D).

Resultados

Os resultados obtidos para cada um dos meios de dissolugdo foram expressos em
termos de percentagem média de substancia ativa dissolvida ao longo do tempo para 6
unidades, estando apresentados nas figuras 18, 19 e 20 (tabelas F1 a F3 presentes no Anexo
F).

Meio de dissolucdo: HCI 0.1N

Os perfis de dissolugcdo em HCI 0.1 N representados na figura 18, para os produtos
teste e referéncia, apresentaram valores de dissolugéo superior a 85% aos 15 minutos, logo os

perfis de dissolucdo s&o considerados similares.
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Perfil dissolucio HC1 0.1N
100 —5

= 80

% 60
5‘1

= 40
i

20

0

0 5 10 15 20 25 30 35
Temp o (minutos)
— Formulacdo teste —=—Produtoreferéncia

Figura 18 — Perfil de dissolugdo em HCI 0.1 N, para a formulacéo teste e produto de referéncia

Meio de dissolucdo: tampao fosfato 0.05M pH 4.5 (Phr. Eur.)

Para a formulacéo teste e produto de referéncia, os perfis de dissolugdo em tampéo
fosfato pH 4.5 (Phr. Eur.) representados na figura 19, apresentaram valores de dissolugéo

superior a 85% aos 15 minutos, logo os perfis de dissolucédo séo considerados similares.

Perfil dissolucao Tampao fosfato pH 4.5 (Phr. Eur.)

100

% Dissolvida
(=)
[«

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (minutos)

~— Forimulacio teste —=—Produto referéncia

Figura 19 — Perfil de dissolugdo em tampéo fosfato pH 4.5 (Phr. Eur.), para a formulagdo teste e
produto de referéncia

Meio de dissolucdo: tampao fosfato 0.05M pH 6.8 (USP)

Os perfis de dissolucdo em tampéo fosfato pH 6.8 (USP) representados na figura 20,
quer para a formulacdo teste quer para o produto de referéncia, apresentaram valores de
dissolucéo inferiores a 85% ao fim do tempo do ensaio. Contudo, recorrendo ao calculo do
fator de similaridade (f2) este apresentou um valor de 68.7, o que indica que os perfis de

dissolucdo s@o considerados similares, uma vez que o valor de f2 determinado encontrou-se

no intervalo entre 50 — 100 (Anexo D).
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Perfil dissolucio Tampao fosfato pH 6.8 (USP)

% Dissolvida

40
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0
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Temp o (minutos)
— Formulacao teste —=—Produtoreferéncia

Figura 20 — Perfil de dissolugdo em tampéo fosfato pH 6.8 (USP), para a formulacdo teste e produto de
referéncia

Os resultados apresentados para a dissolucdo in vitro, da formulacdo teste
desenvolvida comprovam a similaridade in vitro com o produto de referéncia, em todos os

meios de dissolugéo testados.
Ao obter uma formulacdo viavel em termos de perfis de dissolucdo, prosseguiu-se

para uma outra fase do estudo, a qual consiste na avaliacdo da estabilidade da formulacéo

desenvolvida.

2.1.2. Avaliacdo da Estabilidade da Formulagdo Teste

De forma a avaliar a estabilidade da formulacdo teste foram efetuados ensaios de
estabilidade exploratérios com a formulacdo desenvolvida. O produto de referéncia também
foi testado de forma a ser possivel efetuar comparacao.

As capsulas de Ativo S ndo acondicionadas foram sujeitas as seguintes condicdes de
stress: 40°C/75% HR e 60°C/sem controlo HR.

Aos tempos pré-determinados (0, 15, 30 e 60 dias) as capsulas foram avaliadas em
termos de conteudo da substancia ativa e produtos de degradagdo, através de métodos

analiticos de doseamento e compostos relacionados desenvolvidos e validados (Anexo E).

Resultados

Os resultados obtidos nos ensaios de estabilidade exploratérios efetuados com a

formulacéo teste e produto de referéncia encontram-se nas tabelas 21 e 22.
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Condicdo de armazenamento: 40°C/75%HR

Tabela 21 — Avaliacdo da estabilidade das capsulas ndo acondicionadas, sujeitas a 40°C/75%HR

Formulacéo teste Produto referéncia
Tempo 40 °CI75 % HR 40 °CI75 % HR
(dias) Doseamento (%) Total de( (:/r:;purezas Doseamento (%) Total de(g/rspurezas
0 96.89 0.201 99.38 0.133
15 99.46 0.144 98.01 0.175
30 98.95 0.366 97.22 0.288
60 98.07 0.438 - -

Condicdo de armazenamento: 60°C

Tabela 22 — Avaliacdo da estabilidade das capsulas ndo acondicionadas, sujeitas a 60°C

Formulacéo teste Produto referéncia
Tempo 60 °C/sem controlo HR 60 °C/sem controlo HR
(dias) Doseamento (%) Total de(g/r(gpurezas Doseamento (%6) Total de((j/r:)purezas
0 96.89 0.201 99.38 0.133
15 93.25 0.185 97.59 0.223
30 101.07 0.490 94.47 0.318
60 96.68 0.482 - -

Comparando os resultados em termos de total de impurezas obtidos para as capsulas
ndo acondicionadas sujeitas a 60°C e a 40°C/75%HR, observou-se um comportamento
idéntico ao longo do tempo (aumento das impurezas e produtos de degradacdo do ativo), bem
como entre a formulag&o teste e o produto de referéncia, 0 que mostra a sua suscetibilidade as
condigdes severas a que foram expostas. Em termos do doseamento do ativo, para ambas as
condi¢cdes de armazenamento, a formulacdo teste e o produto de referéncia apresentaram
alteracdo do teor de ativo em relagéo a andlise inicial (tempo = 0 dias) ao longo do tempo.

Ap0s os estudos de avaliacdo de estabilidade e também através da comparagdo com o

produto de referéncia, pode-se assumir que a composi¢do proposta é aceitavelmente estavel.
2.2. DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO DE FABRICO

Uma vez que o processo de fabrico € intrinsecamente dependente dos ingredientes da
formulacdo, o desenvolvimento do processo de fabrico foi realizado em paralelo com o

desenvolvimento da formulagdo. Desta forma, a formulacdo desenvolvida teve sempre como
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objetivo a obtencdo de uma mistura de pds que preencha todos os requisitos para o
enchimento automatico de capsulas.

De forma a avaliar a capacidade do processo, foram produzidos trés lotes similares,
durante o qual foram retiradas amostras, durante as fases de mistura de p6s e do enchimento
de capsulas, de forma a avaliar se sdo as fases criticas do processo de fabrico de capsulas de
Ativo S. As amostras foram analisadas em termos de parametros farmacéuticos indicadores da
qualidade do processo, tais como doseamento do teor de ativo, teor de humidade,
uniformidade de massa, massa média, desagregacdo, dissolucdo e teor de impurezas. Foram
utilizados meétodos analiticos validados (Anexo E).

O processo de fabrico foi desenvolvido/selecionado desde que garantido o

cumprimento das especifica¢Oes indicadas na tabela 23.

Tabela 23 — Especifica¢Oes definidas

Ensaios Especificacio
Uniformidade de massa e massa media MMt =200 mg + 10 %
Humidade (KF) <6%
Desagregacéo < 15 minutos
Doseamento 95.0 % - 105.0 %
Impureza 1 <0.5%
Compostos Relacionados Impureza 2 o < 0.5%
Imp. desc. (Max. ind.) <0.2%
Total de impurezas <1%
Dissolucéo (HCI 0.1 N) Q >85%

Resultados

A tabela 24 apresenta os resultados obtidos para os parametros farmacéuticos chave
avaliados para os trés lotes produzidos (lote A, B e C), de forma a avaliar quais as fases

criticas do processo de fabrico de capsulas de Ativo S.
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Tabela 24 - Avaliacdo dos pardmetros farmacéuticos chave

Amostras Parametros Lote A Lote B Lote C Média £ SD
Mistura de pos Doseamento (%) 1020+ 0.4 102.2+1.3 99.0+0.5 101.1 + 1.8
(Média de 3
amostras de humidad
areas distintas TeorKI‘imo'/ ade - 4.9+ 0.0 52+0.2 4.9+0.0 50+0.1
do misturador) (%0)
Uniformidade
massa (RSD) 0.76 £ 0.2 0.45+0.1 09+0.1 0.7+0.2
Massa media (mg) 199.0+ 0.2 199.3+0.1 200.0+0.1 1995+ 0.5
Enchimento de Teor}'(‘gmo'/dade - 5.35 5.43 5.36 5.38 + 0.04
capsulas (%0)
(Amostras Desagregacao
retiradas no (minutos) > ° > 5+00
inicio, meio e ]
de enchimento
das Cépsu|as) Doseamento (%) 1004 + 04 995 + 09 974 + 16 991 + 15
Max impureza
individual (%) 0.045 0.056 0.047 0.049 + 0.01
Total de impurezas 0.13 0.12 0.12 0.12 +0.01
(%)

A avaliacdo de parametros farmacéuticos chave demonstraram que 0 processo era
apropriado e robusto para a producdo de capsulas de Ativo S, uma vez que os resultados dos
parametros sao repetitivos para os trés lotes produzidos e cumprem as especificacfes
estabelecidas.

2.3. SELECCAO DO MATERIAL DE ACONDICIONAMENTO PRIMARIO

Sd0 inumeros os fatores que podem intervir na selecdo do material de
acondicionamento para determinado medicamento, especialmente quando se trata do material
de acondicionamento primario, o qual entra em contacto direto com a forma farmacéutica. Os
materiais de acondicionamento primario devem possuir algumas caracteristicas, tais como:
resisténcia fisica, ser leve e 0 menos volumoso possivel; ser impermeavel aos constituintes do
medicamento; isolar o medicamento dos fatores externos que podem prejudicar a sua
conservacao (ar, luz, humidade); ser inerte em relacdo ao conteudo, quase nao existindo trocas
(dissolucdo ou reacBes quimicas) entre o

recipiente e 0 conteldo; apresentar

termomoldabilidade; custo e absolutamente indcuo. Existem varios tipos de materiais de
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acondicionamento primario destacando-se os vidros, plasticos e metais. Em posicdo de
destague encontram-se 0s materiais plasticos compostos por macromoléculas (polimeros)
devido a sua ampla diversidade, elasticidade e permeabilidade.

Estes materiais devem assegurar a conservagao do medicamento e da sua substancia
ativa durante o periodo de armazenamento até ao momento da sua utilizacdo, assegurando a
estabilidade do produto e a ndo formacéo de produtos de degradacao.

Para a selecdo do material de acondicionamento primério foram efetuados estudos,
para 0s quais as céapsulas de Ativo S foram acondicionadas em blisters produzidos por
diferentes materiais plasticos, selados com folha de aluminio duro de 20 pm + laca 6 g/m?,
originando:

e PVC - Cloreto de polivinilo de 250 um de espessura,

e PVC+PVDC - Cloreto de polivinilo de 250 um de espessura (PVC) revestido
por cloreto de polivinilideno 40 g/m? (PVDC),

e PVC+PCTFE - Cloreto de polivinilo de 250 pum de espessura (PVC) revestido
por policlorotrifluoretileno (PCTFE).

A selecdo do material de acondicionamento primario foi efetuada com base em dois
estudos realizados em paralelo, com o objetivo de mostrar qual dos materiais de
acondicionamento proporcionava protecdo contra os fatores ambientais (humidade, luz e
temperatura) mantendo o produto estavel. Por um lado, foi realizado um estudo que permitiu
avaliar a permeabilidade a humidade dos diferentes materiais de acondicionamento e em
paralelo foi realizado um estudo de forma a avaliar o grau de protecdo conferido por cada tipo
de material de acondicionamento as diferentes condi¢des ambientais a que o produto foi
sujeito.

De forma a avaliar a permeabilidade a humidade dos diferentes materiais de
acondicionamento, os blisters foram armazenados nas seguintes condigdes: 25°C/65%HR,
40°C/75%HR e 85%HR/temperatura ambiente. Em tempos pré-determinados (0, 2, 6, 12, 23,
41, 56 e 65 dias) foi avaliado o ganho de peso de cada blister.

Para a avaliacdo do grau de protecdo conferido por cada tipo de blister as diferentes
condi¢cdes ambientais a que o produto foi sujeito, foram determinados o teor de ativo e 0s
produtos de degradacdo formados ao longo do tempo em capsulas blisteradas nos diferentes
materiais plasticos escolhidos e armazenadas nas seguintes condigdes: 40°C/75% HR e
60°C/sem controlo HR. Em tempos pré-determinados (0, 15, 30 e 60 dias) foram efetuadas as

analises com um procedimento cromatografico adequado e previamente validado (Anexo E).
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Resultados

As figuras 21 a 27 representam os resultados obtidos no estudo para selecdo do
material de acondicionamento (tabelas F4 a F8 presentes no Anexo F).

Avaliacao do ganho de peso de blisters de diferentes materiais de acondicionamento

Condicdo de armazenamento: 25°C/60%HR

Nesta condicdo de armazenamento (25°C/60%HR), os resultados apresentados na
figura 21 demonstram que a percentagem de ganho de peso foi mais elevada na ordem: PVC

> PVC+PVDC > PVC+PCTFE, para as capsulas de Ativo S acondicionadas nos diferentes
materiais de acondicionamento.

Ganho de peso dos blisters a 25°C/60% HR

e e
2w k= a

Ganho depeso (%)

=
=

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (minutos)
——PVC ———PVC+PVDC ——PVC+PCTFE

Figura 21 — Evolugdo do ganho de peso dos blisters de diferentes materiais de
acondicionamento, para a condi¢do de armazenamento a 25°C/60%HR

Condicdo de armazenamento: 40°C/75%HR

Para esta condicdo de armazenamento (40°C/75%HR), os resultados apresentados na
figura 22 demonstram que a percentagem de ganho de peso foi mais elevada na ordem: PVC

> PVC+PVDC > PVC+PCTFE, para as capsulas de Ativo S acondicionadas nos diferentes
materiais de acondicionamento.
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Ganho de peso dos blisters a 40°C/75%HR
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Figura 22 — Evolug&o do ganho de peso dos blisters de diferentes materiais de acondicionamento, para
a condicao de armazenamento a 40°C/75%HR

Condicdo de armazenamento: 85%HR/Temperatura ambiente (TA)

Nesta condicdo de armazenamento (85%HR/TA), os resultados apresentados na
figura 23 demonstram que a percentagem de ganho de peso foi mais elevada na ordem: PVC

> PVC+PVDC > PVC+PCTFE, para as capsulas de Ativo S acondicionadas nos diferentes
materiais de acondicionamento.

Ganho de peso dos blisters a 85%0HR

Ganho depeso (%)
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Tempo (minutos)
——PVC —=—PVC+PVDC ——PVC+PCTFE

Figura 23 — Evolucdo do ganho de peso dos blisters de diferentes materiais de acondicionamento, para
a condicdo de armazenamento a 85%HR/TA
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Avaliacdo do teor de substancia ativa e produtos de degradacdo em diferentes materiais
de acondicionamento

Condicdo de armazenamento: 40°C/75%HR

As figuras 24 e 25 representam a evolucdo em termos de teor de ativo e total de
produtos de degradacdo em capsulas blisteradas em diferentes materiais de acondicionamento,
sujeitas a 40°C/75%HR. Para esta condicdo de armazenamento, o teor de ativo manteve-se
estavel ao longo do tempo para os trés materiais de acondicionamento (figura 24). Em termos
de total de impurezas ocorreu um aumento em todos os materiais de acondicionamento, sendo
um pouco mais acentuado no PVC (figura 25).

Evolucio do teor de ativo a 40 °C/75 % HR
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Figura 24 — Evolugdo do teor de ativo, nas capsulas blisterada em diferentes materiais de
acondicionamento, sujeitas a 40°C/75%HR

Evolucio do total de impurezas a 40 °C/75 ®%HR
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Figura 25 — Evolugéo do total de impurezas, nas capsulas blisterada em diferentes materiais de
acondicionamento, sujeitas a 40°C/75%HR
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Condicdo de armazenamento: 60°C

As figuras 26 e 27 representam a evolucdo em termos de teor de ativo e total de
produtos de degradacgdo em capsulas blisteradas em diferentes materiais de acondicionamento,
sujeitas a 60°C. Para esta condicdo de armazenamento, o teor de ativo sofreu uma diminuigédo
ao longo do tempo para os trés materiais de acondicionamento (figura 26). Em termos de total
de impurezas ocorreu um aumento em todos os materiais de acondicionamento, sendo mais
acentuado no PVC+PCTFE (figura 27).

Evolucao do teor de ativo a 60 °C
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Figura 26 — Evolucéo do teor de ativo, nas capsulas blisterada em diferentes materiais de
acondicionamento, sujeitas a 60°C

Evolucao do total de impurezas a 60 °C
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Figura 27 — Evolugdo do total de impurezas, nas capsulas blisterada em diferentes materiais de
acondicionamento, sujeitas a 60°C
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Comparando as duas condic¢des de armazenamento, verifica-se que existiu uma maior
degradacédo na condicdo de armazenamento de 60°C em relacdo a condic¢do de 40°C/75%HR,
0 que atribui uma maior importancia ao fator temperatura do que a humidade, o que néo
justifica a selecdo do material de maior impermeabilidade & humidade que também seria mais
caro (PVC+PCTFE).

Dos resultados de permeabilidade a humidade e da estabilidade das cépsulas
acondicionadas em diferentes materiais de acondicionamento primario, bem como tendo em
conta a relagdo custo/beneficio, foi selecionado como material de acondicionamento primério
0 PVC 250 um + PVDC 40 g/m? um, selado com folha de aluminio duro de 20 um + laca 6

g/m?2.

3. CONCLUSAO

Foi conseguido o desenvolvimento um medicamento genérico sob a forma
farmacéutica de capsulas doseadas a 10 mg de Ativo S com elevada qualidade e estabilidade.
Os estudos efetuados no ambito do desenvolvimento galénico permitem concluir que:

e Existe similaridade in vitro em todos os meios de dissolucéo testados para a
formulacéo teste desenvolvida com o produto de referéncia;

e A formulacéo escolhida é aceitavelmente estavel,

e O processo de fabrico desenvolvido é apropriado e robusto para a producéo de
capsulas de Ativo S;

e O material de acondicionamento primério PVC 250 um + PVDC 40 g/m? pym,
selado com folha de aluminio duro de 20 pm + laca 6 g/m? era 0 mais
adequado.

Apos a analise completa de acordo com os ensaios descritos no metodo analitico
(Anexo E) dos lotes de produto acabado produzidos com a formulagdo escolhida, foram

emitidos os boletins analiticos (Anexo G).
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS

1. OBJECTIVO

Esta etapa teve como objetivo o desenvolvimento experimental de métodos analiticos
que garantam uma boa caracterizacdo do produto acabado em termos de: doseamento da
substancia ativa, quantificagdo de compostos relacionados e ensaio de dissolucgéo, utilizando
informacdes cedidas pelo fornecedor da matéria-prima.

No ambito deste relatério, em relacdo ao desenvolvimento de métodos analiticos,
serdo apenas abordados os ensaios de doseamento da substéncia ativa e quantificacdo de
compostos relacionados.

De uma forma répida e sintética € pretendido relatar qual o procedimento geral

aplicado no desenvolvimento de um método analitico.

2. CONSIDERACOES GERAIS

Para o desenvolvimento analitico devem ser considerados, entre outros, aspetos
relativos:

A substdncia  ativa  (caracteristicas  fisico-quimicas,  informagdes

disponibilizadas pelo fabricante da substancia ativa, bibliografia disponivel,

quantidade de substancia disponivel para testes, etc.);

A forma farmacéutica (comprimidos, capsulas, solucbes orais, suspensoes
orais, semi-solidos, etc.);
Aos recursos disponiveis (HPLC, GC, MS, etc.);

Facilidade de execucdo experimental (tempo de execucdo, adequabilidade do
material, custo do material, etc.);

e Ao tempo disponivel (time to market).

3. PROCEDIMENTOS

Como primeira abordagem para o desenvolvimento dos métodos analiticos

pretendidos foi aplicada a informacé&o cedida pelo fornecedor de matéria-prima.
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3.1. DOSEAMENTO

O estudo de desenvolvimento do método analitico para o doseamento da substancia
ativa no produto acabado foi iniciado pela analise da documentacdo cedida pelo fornecedor da
matéria-prima em uso.

3.1.1. Condig¢des Cromatograficas

Na tabela 25 estdo descritas as condi¢es cromatogréaficas utilizadas pelo fornecedor

na caracterizacdo da matéria-prima e que foram também aplicadas no produto acabado.

Tabela 25 - Condig¢6es cromatograficas utilizadas na analise da matéria-prima de Ativo S

Sistema de cromatografia liquida de alta pressdo
Equipamento constituida por bomba, injetor, forno de coluna, detetor de
UV, autosampler e sistema de aquisi¢do de dados.

Thermo BDS Hypersil —C18, 4.6 x 250 mm, 5 pm

Coluna .

! Com Pré-coluna: BDS Hypersil —C18, 10 x 4 mm, 5 um
Fase Movel Tampéo (NH4)H2PO4 a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)
Fluxo 0.9 mL / min

Tempo estabilizacéo 20 minutos

Detecéo (M) 225 nm

Volume de injecéo 20 pl

Temperatura Ambiente

Mistura diluente Tampdo (NH4)H.PO. a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)

3.1.2. Metodologia e Resultados
3.1.2.1. Teste a especificidade do ensaio

De forma a testar a capacidade do ensaio em ser discriminativo na identificagdo e
quantificacdo do Ativo S, foram injetados todos os possiveis interferentes tais como diluente,
placebo (excipientes que fazem parte da formulacdo), amostra de produto acabado, padréo e

impurezas.

Resultados

Pela andlise dos cromatogramas das solucGes injetadas, foi verificado que néo

existiam interferentes ao tempo de retencdo do ativo, pelo que o método de doseamento é
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especifico para o produto acabado. Ndo existiam picos de diluente ou placebo que interfiram
com o ensaio de doseamento. Os tempos de retencdo obtidos foram os seguintes: impureza 2 —
5.82 minutos, impureza 1 — 9.55 minutos e Ativo S — 10.40 minutos. Foi obtida uma resolugao
> 1.5 entre os picos adjacentes.

3.1.2.2. Teste ao ensaio de doseamento

Neste ensaio é pretendido quantificar a substancia ativa presente na amostra de
produto acabado.
Preparacéao de soluctes

Solucédo padrio

Pesar rigorosamente 25 mg de padrdo de Ativo S para baldo volumétrico de 25 mL,
juntar mistura diluente até 2/3 do volume e colocar no ultrassons durante 5 minutos. Perfazer
com a mistura diluente e pipetar 3 mL da solugdo para baldo volumétrico de 25 mL e perfazer

com a mistura diluente (C = 120 pg/mL em Ativo S).

Solucdo amostra de produto acabado (capsulas)

Determinar a massa média de 20 capsulas. Dessas 20 escolher ao acaso 10 capsulas,
remover 0 seu conteddo e homogeneizar. Pesar o equivalente a 1.2 x peso médio do
enchimento para um baldo volumétrico de 100 mL. Juntar a mistura diluente até 2/3 do
volume e colocar no ultrassons durante 10 minutos. Completar o volume com a mistura

diluente e centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos (C = 120 ug/mL em Ativo S).

Resultados

Adequabilidade do sistema

De forma a avaliar a qualidade cromatogréafica do sistema analitico, foram efetuadas
seis injecdes consecutivas da solucdo padrdo e determinados os parametros cromatograficos.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 26.
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Tabela 26 — Adequabilidade do sistema para ensaios de doseamento

Adequabilidade do Sistema

NUmero de Pratos Tedricos 9674

Fator de Simetria 1.32
Repetibilidade do Sistema Média (%) RSD (%)

Area do pico 439899 0.44

Tempo retengdo (minutos) 10.399 0.60

Um pico cromatografico € considerado adequado para o ensaio de doseamento,
qguando apresenta um ndmero de pratos tedricos > 1000, fator de simetria entre 0.8 — 1.5 e
RSD (areas e tempo de retencao) < 2.0 %, para um minimo de 5 inje¢des. Logo o sistema

demonstrou ser adequado para o ensaio de doseamento.

Determinacdo do teor de ativo no produto acabado

As solucdes amostra foram preparadas a partir de um lote de produto acabado da
formulacdo teste e quantificadas contra uma solucdo padrdo de ativo a 120 ug/mL (ver
preparacdo de solucBes). Os resultados obtidos foram expressos em termos da média do teor
recuperado do ativo (%) e do desvio padrdo relativo (RSD) entre réplicas. Os resultados

obtidos encontram-se na tabela 27.

Tabela 27 — Resultados do teste ao ensaio de doseamento de produto acabado

Amostras Teor de ativo (%0)
Al 90.86
A2 92.01
Média (%) 91.44
RSD (%) 0.89

Pelos resultados apresentados o método ndo é adequado para a caracterizacdo do
doseamento do ativo, pois o teor de ativo obtido na analise de produto acabado apresenta um

valor baixo (< 95%). Foi efetuada uma repeticdo com uma nova amostragem e mais réplicas.

Repeticdo da determinacdo do teor de ativo no produto acabado

As solugdes amostra foram preparadas a partir do mesmo lote de produto acabado da
formulacdo teste e quantificadas contra uma solugdo padrdo de ativo a 120 ug/mL (ver

preparacdo de solucdes). Os resultados obtidos foram expressos em termos da média do teor
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recuperado do ativo (%) e do desvio padrdo relativo (RSD) entre réplicas. Os resultados

obtidos encontram-se na tabela 28.

Tabela 28 — Resultados da repetigdo do teste ao ensaio de doseamento, em 4 amostras

Amostras Teor de ativo (%0)
Al 92.24
A2 91.71
A3 92.80
Ad 92.57
Média (%) 92.33
RSD (%) 0.52

Os resultados confirmaram o valor de teor de ativo obtido para as amostras de
produto acabado, demonstrando que o meétodo ndo é adequado para a caracterizagdo do
doseamento do ativo. Este resultado poderia ser consequéncia de um problema a nivel de
extracdo do ativo do produto acabado. De forma a avaliar esta hipotese, foi testada a exatiddo

do ensaio.
3.1.2.3. Teste a exatidao do ensaio

No ensaio de exatiddo é pretendido determinar a percentagem de recuperacdo do
ativo de amostras preparadas através da pesagem de quantidades de ativo as quais €
adicionado os excipientes (placebo) nas quantidades presentes na formula unitaria.

Preparacéo de solucGes

Solucédo padrao

De acordo com 3.1.2.2. Teste ao ensaio de doseamento (C = 120 ug/mL em Ativo S).

Solucdo amostra de exatiddo a 100 %

Pesar rigorosamente 12 mg de matéria-prima de Ativo S e 228 mg de placebo
(equivalente a 1.2 x peso médio do enchimento de uma capsula) para um baldo volumétrico
de 100 mL. Juntar a mistura diluente até 2/3 do volume e colocar no ultrassons durante 10
minutos. Completar o volume com a mistura diluente e centrifugar a 3500 rpm durante 5

minutos (C = 120 ug/mL em Ativo S).
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Resultados

Exatiddo do ensaio

A exatiddo do método foi testada para o nivel de concentracdo 100 % em relacdo a
concentracdo de trabalho 120 pg/mL em ativo. Foram preparadas trés solucbes amostra,
pesando separadamente as propor¢des de placebo e de ativo de modo a corresponder ao
requerido. A relacdo entre a massa adicionada e massa recuperada é expressa em percentagem

de recuperacdo do ativo. Na tabela 29 encontram-se esquematizados os resultados obtidos.

Tabela 29 — Resultados do teste a exatiddo do método de doseamento

Nivel concentragéo 100 %
Al 99.69
Recuperacéo (%) A2 100.22
A3 100.25
Média (%) 100.05
RSD (%) 0.31

Pela andlise dos resultados verificou-se que o método de doseamento para o produto
acabado ndo apresenta problemas a nivel da extracdo do ativo, uma vez que a percentagem de
recuperacdo obtida encontrou-se entre 98 % - 102 % (critério de aceitacao).

3.1.2.4. Avaliacédo geral dos resultados

Avaliando todos os ensaios efetuados e resultados obtidos até esta fase do
desenvolvimento do método, uma possivel razdo para a obtengdo de teor de ativo baixo para
as amostras de produto acabado, poderia ser o facto de na preparacdo das amostras nao estar a
ser eficiente a remoc¢do do enchimento das capsulas para posterior analise, ocorrendo perda de
ativo por aderéncia deste as paredes das capsulas.

De seguida, foram testadas varias alternativas de preparacdo da solucdo amostra de
forma a obter um método adequado para a caracterizacdo do doseamento do ativo.

3.1.2.5. Estudo da preparacao de soluctes

As solugdes amostra foram preparadas a partir de um mesmo lote de produto acabado
da formulacdo teste (6 amostras com capsulas - 12 hipotese e 6 amostras sem capsulas - 22

hipotese) e quantificadas contra uma solu¢do padrdo de ativo a 120 pg/mL. Os resultados
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obtidos foram expressos em termos da média do teor recuperado do ativo (%) e do RSD entre

réplicas. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 30.

Tabela 30 — Resultados do teste ao ensaio de doseamento do produto acabado, utilizando duas
preparacOes de amostra

Amostras 12 Hipotese 22 Hipotese
Al 98.07 91.42
A2 97.02 88.58
A3 98.52 94.14
Ad 100.13 91.15
A5 97.17 92.41
A6 98.42 92.75
Meédia (%) 98.22 91.74
RSD (%) 1.15 2.05

Pelos resultados obtidos foi verificado que existia diferenca de teor entre as duas
preparacdes, que se deverdo a perdas que ocorrem na remoc¢do do enchimento das capsulas,
sendo a preparacdo com cépsulas a mais indicada. Precedeu-se a otimizacdo da preparacdo

das amostras.
3.1.2.6. Otimizacédo da preparacao de solucdes

De forma a obter um compromisso entre a concentracdo de trabalho, a extracdo do
ativo do produto acabado e a homogeneidade/representacdo da amostra, a preparacdo das

amostras foi otimizada.
Preparacéao de solucGes

Solucdo padrdo

Pesar rigorosamente 12 mg de padrédo de Ativo S e transferir para baldo volumetrico
de 100 mL. Adicionar cerca de 90 mL da mistura diluente e colocar no ultrassons durante 5

minutos. Completar o volume com a mistura diluente (C = 120 ug/mL em Ativo S).

Solucdo amostra de produto acabado

Determinar o peso médio de 20 capsulas. Dessas 20 capsulas retirar 10, pesar e
transferir para um baldo volumétrico de 250 mL. Adicionar cerca de 150 mL de HCI 0.1N,
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aquecer numa placa até desagregacdo completa e levar ao ultrassons durante 10 minutos.
Completar o volume com HCI 0.1N e centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos.
Transferir 6 mL para um baldo volumétrico de 20 mL e completar o volume com a

mistura diluente (C = 120 ug/mL em Ativo S).

Resultados

Adequabilidade do sistema

De forma a avaliar a qualidade cromatografica do sistema analitico, foram efetuadas
seis injecdes consecutivas da solucdo padrdo e determinados os parametros cromatograficos.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 31.

Tabela 31 — Adequabilidade do sistema para ensaios de doseamento

Adequabilidade do Sistema
Numero de Pratos Teoricos 8058
Fator de Simetria 1.67
Repetibilidade do Sistema Média (%0) RSD (%)
Area do pico 4424613 0.12
Tempo retengdo (minutos) 11.184 0.34

O sistema foi considerado adequado para o0 ensaio de doseamento, uma vez que foi
obtido um pico cromatografico com um nimero de pratos tedricos > 1000, fator de simetria

entre < 1.5 e RSD (areas e tempo de reten¢édo) < 2.0 %, para um minimo de 5 injecdes.

Determinacdo do teor de ativo no produto acabado

Foi aumentado o tamanho da amostra (10 capsulas), de forma a ser representativa do
lote. A utilizagcdo de HCI 0.1N como diluente deveu-se ao facto deste ser adequado para uma
rapida dissolugdo das capsulas e extra¢do do ativo.

As solucbes amostra foram preparadas, a partir de um lote de produto acabado da
formulacéo teste e de um lote de produto de referéncia, e quantificadas contra uma solugéo
padrdo de ativo a 120 ug/mL (ver preparacdo de solucBes). Os resultados obtidos foram
expressos em termos da média do teor recuperado do ativo (%) e do RSD entre replicas. Os

resultados obtidos encontram-se nas tabelas 32 e 33.
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Tabela 32 — Resultados do teste ao ensaio de doseamento, da formulagéo teste

Amostras Teor ativo (%)

Al 99.57

A2 100.53

A3 101.13

Ad 100.48

A5 100.29

A6 100.37
Meédia (%) 100.39
RSD (%) 0.38

Tabela 33 — Resultados do teste ao ensaio de doseamento, do produto de referéncia

Amostras Teor ativo (%)
Al 103.79
A2 103.63
Média (%) 103.71
RSD (%) 0.11

Os resultados obtidos demonstraram que ndo existem diferencas entre as varias
amostra (RSD < 2.0 %), tendo sido eliminado o problema de perda de ativo do produto
acabado (% teor entre 95 % - 105 %).

Para finalizar o desenvolvimento do ensaio de doseamento foi avaliada a exatiddo do

ensaio, de forma a avaliar a interferéncia das capsulas na preparacdo da amostra.

3.1.2.7. Teste a exatidao do ensaio

Preparacéao de solucGes

Solucédo padrao

De acordo com 3.1.2.6.0timizagéo da preparacdo de solugbes (C = 120 ug/mL em
Ativo S).

Solucdo amostra de exatiddo a 50 %

Pesar rigorosamente 50 mg de matéria-prima de Ativo S, 10 capsulas vazias e 2880
mg de placebo para um baldo volumétrico de 250 mL. Adicionar cerca de 150 mL de HCI

0.1IN, aquecer numa placa até desagregacdo completa e levar ao ultrassons durante 10
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minutos. Completar o volume com HCI 0.1N e centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos.
Transferir 6 mL para um baldo volumétrico de 20 mL e completar o volume com a mistura

diluente (C = 60 ug/mL em Ativo S).

Solucdo amostra de exatiddo a 100 %

Pesar rigorosamente 100 mg de matéria-prima de Ativo S, 10 capsulas vazias e 2880
mg de placebo para um baldo volumétrico de 250 mL. Adicionar cerca de 150 mL de HCI
0.1IN, aquecer numa placa até desagregacdo completa e levar ao ultrassons durante 10
minutos. Completar o volume com HCI 0.1N e centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos.
Transferir 6 mL para um bal&o volumétrico de 20 mL e completar o volume com a mistura
diluente (C =120 ug/mL em Ativo S).

Solucdo amostra de exatiddo a 150 %

Pesar rigorosamente 150 mg de matéria-prima de Ativo S, 10 capsulas vazias e 2880
mg de placebo para um baldo volumétrico de 250 mL. Adicionar cerca de 150 mL de HCI
0.1N, aquecer numa placa até desagregacdo completa e levar ao ultrassons durante 10
minutos. Completar o volume com HCI 0.1N e centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos.
Transferir 6 mL para um baldo volumétrico de 20 mL e completar o volume com a mistura
diluente (C = 180 ug/mL em Ativo S).

Resultados

Exatiddo do ensaio

A exatiddao do método foi testada para trés niveis de concentracdo 50 %, 100 % e 150
% em relagdo a concentracdo de trabalho 120 pug/mL em ativo. Foram preparadas trés
solugdes amostra para cada nivel de concentracdo, pesando separadamente as proporcdes de
placebo e de ativo de modo a corresponder ao requerido. A relacdo entre a massa adicionada e
massa recuperada € expressa em percentagem de recuperacdo do ativo. Na tabela 34

encontram-se esquematizados os resultados obtidos.
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Tabela 34 — Resultados do teste a exatiddo do método de doseamento

Nivel concentragéo 50 % 100 % 150 %
Média (%) 99.08 99.72 99.28
RSD (%) 1.98 0.29 0.51
9 Determinacdes
Média (%0) 99.37
RSD (%) 1.13

Pela analise dos resultados, verificou-se que o método de doseamento, para o produto

acabado, é exato (% recuperacdo entre 98 % - 102 %).
3.2. COMPOSTOS RELACIONADOS

O estudo de desenvolvimento do método analitico para a quantificacdo de compostos
relacionados no produto acabado foi iniciado pela analise da documentacdo cedida pelo

fornecedor da matéria-prima em uso.

3.2.1. CondicBes Cromatograficas

Foram utilizadas as condicBes cromatograficas descritas pelo fornecedor na
caracterizacdo da matéria-prima e que também foram aplicadas no doseamento do ativo no

produto acabado (tabela 25, em 3.1. Doseamento).

3.2.2. Metodologia e Resultados
3.2.2.1. Teste a especificidade do ensaio

De forma a testar a capacidade do ensaio em ser discriminativo na identificagdo e
quantificacdo das impurezas/produtos de degradagdo presentes no produto acabado, foram
injetados todos os possiveis interferentes tais como diluente, placebo (excipientes que fazem

parte da formulacdo), amostra de produto acabado, padréo e impurezas.

Resultados

Pela analise dos cromatogramas das solugdes injetadas, foi verificado que néo
existem interferentes ao tempo de retencdo das impurezas conhecidas, pelo que o método de
quantificacdo de compostos relacionados € especifico para o produto acabado. Nao existiam

picos de diluente ou placebo que interfiram com o ensaio de compostos relacionados. Os

88
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

tempos de retencdo obtidos foram os seguintes: impureza 2 — 5.51 minutos, impureza 1 — 9.04

minutos e Ativo S — 9.82 minutos.
3.2.2.2. Teste ao ensaio de compostos relacionados

Neste ensaio é pretendido quantificar as substancias relacionadas da substancia ativa,
gue normalmente sdo formadas no processo de producdo e/ou durante a estabilidade da
substancia ativa, presentes na amostra de produto acabado.

Preparacéao de solucfes

Solucédo padrao

Pesar rigorosamente 25 mg de padrdo de Ativo S para baldo volumétrico de 25 mL,
juntar mistura diluente até 2/3 do volume e colocar no ultrassons durante 5 minutos. Perfazer
com mistura diluente. Pipetar 2 mL da solugdo para baldo volumétrico de 100 mL e perfazer
com mistura diluente. Pipetar 2 mL da solucdo anterior para baldo de 20 mL e perfazer com
mistura diluente (C = 2 ug/mL em Ativo S).

Solucéo resolucdo

Solucdo stock Impureza 1: Pesar 4 mg de Impureza 1 e transferir para baldo

volumeétrico de 100 mL. Adicionar 80 mL da mistura diluente, levar ao ultrassons durante 5
min e completar o volume com a mistura diluente (C = 40 pg/mL em Impureza 1).

Solucdo stock Impureza 2: Pesar 4 mg de Impureza 2 e transferir para baldo

volumétrico de 100 mL. Adicionar 80 mL da mistura diluente, levar ao ultrassons durante 5
min e completar o volume com a mistura diluente (C = 40 pg/mL em Impureza 2).

Solucdo stock de Ativo S: Pesar 4 mg de padrdo de Ativo S e transferir para baldo

volumetrico de 100 mL. Adicionar 80 mL da mistura diluente, levar ao ultrassons durante 5
min e completar o volume com a mistura diluente (C = 40 ug/mL em Ativo S).

Pipetar 2.5 mL de solugdo stock de Impureza 1, Impureza 2 e Ativo S para baldo
volumetrico de 20 mL. Completar o volume com mistura diluente (C =5 pg/mL em Impureza

1,5 pg/mL em Impureza 2 e 5 pg/mL em Ativo S).

Solucdo amostra de produto acabado

Determinar a massa média de 20 capsulas. Dessas 20 capsulas escolha ao acaso 10
capsulas, remover 0 seu conteido e homogeneize. Pesar o equivalente ao peso médio do

enchimento para um baldo de 10 mL. Juntar mistura diluente até 2/3 do volume e colocar no

89
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

ultrassons durante 10 minutos. Completar o volume com diluente e centrifugar a 3500 rpm

durante 5 minutos (C = 1000 pg/mL em Ativo S).
Resultados

Adequabilidade do sistema

De forma a avaliar a qualidade cromatogréfica do sistema analitico, foram efetuadas
seis injecOes consecutivas da solucdo padrdo e determinados os pardmetros cromatograficos.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 35.

Tabela 35 — Adequabilidade do sistema para ensaios de compostos relacionados

Adequabilidade do Sistema
NuUmero de pratos tedricos 8755
Fator de simetria 1.47
Repetibilidade do Sistema Média (%0) RSD (%)
Area do pico 61163 0.73
Tempo retengdo (minutos) 9.862 0.77

Para a solucdo resolucdo foram obtidos os seguintes tempos de retencdo (TR) e
resolucdo (R):
e Impureza 2: TR — 5.54 minutos;
e Impureza 1: TR — 9.00 minutos; R —9.02;
e Ativo S: TR —9.77 minutos; R — 1.94.

Um pico cromatogréafico é considerado adequado, quando apresenta um numero de
pratos teoricos > 1000, fator de simetria entre 0.8 — 1.5, a resolugdo entre picos adjacentes
deve ser > 1.5, RSD (tempo de retencdo) < 2.0 % e RSD (areas) < 5.0 %, para um minimo de
5 injecBes. Os resultados obtidos demonstraram que o sistema é adequado para o ensaio de

compostos relacionados.

Determinacdo do teor de impurezas no produto acabado

As solucbes amostra foram preparadas, a partir de um lote de produto acabado da
formulacdo teste e de um lote de medicamento de referéncia e quantificadas contra uma

solucéo padrao de ativo a 2 ug/mL (ver preparacdo de solucGes). Os resultados obtidos foram
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expressos em termos da média do teor impureza (%) e do total entre réplicas. Os resultados

obtidos encontram-se na tabela 36.

Tabela 36 — Resultados do teste ao ensaio de compostos relacionados

Produto de Referéncia Lote laboratorial
Teor de Impureza 1 (%) ND ND
Teor de Impureza 2 (%) ND ND
Max. individual imp. desc. (%) 0.071 0.136
Total (%) 0.200 0.192

O perfil de impurezas obtido para ambos os produtos € idéntico e da mesma ordem
de grandeza.

Apesar do método ter demonstrado ser adequado para a caracterizagdo dos
compostos relacionados da substancia ativa presentes no produto acabado, foi decidido alterar
as condicdes cromatograficas de forma a aumentar a resolucdo entre o pico da substancia

ativa e 0s picos adjacentes de impurezas.
3.2.2.3. Otimizacéao do sistema cromatogréafico

Existiam varias alternativas que foram testadas de forma a aumentar a separacdo
entre picos adjacentes, tais como: diminui¢do do fluxo de trabalho, alteracdo da composicéo
da fase mével (maior quantidade de eluente aquoso e menor quantidade de eluente organico) e
alteracdo do pH do eluente aquoso da fase mével.

Das hipdteses testadas, a alteracio do pH do eluente aquoso (tampédo di-
hidrogenofosfato de amoénio com pH ajustado para 6,2) demonstrou ser o que tinha mais
impacto na separacdo dos picos adjacentes, aumentando a resolugdo entre 0S picos

cromatograficos.

Preparacéao de solucfes

Solucdo padrdo

De acordo com 3.2.2.2. Teste ao ensaio de compostos relacionados (C = 2 pg/mL em
Ativo S).

Solucéo resolucéo

De acordo com 3.2.2.2. Teste ao ensaio de compostos relacionados (C =5 pg/mL em

Impureza 1, 5 pg/mL em Impureza 2 e 5 pg/mL em Ativo S).
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Resultados

Adequabilidade do sistema

De forma a avaliar a qualidade cromatografica do sistema analitico, foram efetuadas
seis injecOes consecutivas da solucdo padrdo e determinados os pardmetros cromatograficos.
Os resultados obtidos encontram-se na tabela 37.

Tabela 37 — Adequabilidade do sistema para ensaios de compostos relacionados

Adequabilidade do Sistema
Numero de Pratos Teoricos 10276
Fator de Simetria 1.13
Repetibilidade do Sistema Média (%) RSD (%)
Area do pico 73363 2.79
Tempo retengdo (minutos) 14.672 0.29

Para a solugédo resolucdo foram obtidos os seguintes tempos de retencdo (TR) e

resolucdo (R):

Impureza 2: TR — 5.37 minutos;
Impureza 1: TR — 10.68 minutos; R — 18.66;
Ativo S: TR — 14.31 minutos; R — 7.53.

A resolucdo entre os picos adjacentes aumentou significativamente. O pico

cromatografico do padrdo de Ativo S apresentou um nimero de pratos tedricos > 1000, fator
de simetria < 1.5, RSD (tempo de retenc¢do) < 2.0 % e RSD (areas) < 5.0 %.
Tendo em conta que o sistema é adequado para 0 método de compostos relacionados

no produto acabado prosseguiu-se com o estudo.
3.2.2.4. Otimizacgéo da preparacéo de solucdes

Tendo em conta o estudo efetuado no desenvolvimento de método analitico para o
ensaio de doseamento da substancia ativa, foi ajustada a preparacdo das solucdes para a
quantificacdo de compostos relacionados.

Preparacéao de solucGes

Solucédo Padrdo

Pesar rigorosamente cerca de 25 mg de padréo de Ativo S, transferir para um baldo

volumétrico de 25 mL e adicionar 20 mL da mistura diluente. Levar ao ultrassons durante 5
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minutos e completar o volume com a mistura diluente. Pipetar 2 mL da solucéo anterior para
um baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com HCI 0.1N. Pipetar 5 mL da
solucdo anterior para um baldo volumétrico de 20 mL e completar o volume com HCI 0.1N (C

=5 pg/mL em Ativo S).

Solucéo resolucéo

De acordo com 3.2.2.2. Teste ao ensaio de compostos relacionados.

Pipetar 2.5 ml de cada solu¢do stock para baldo volumétrico de 20 ml. Completar o
volume com HCI 0.1N (C =5 pg/mL em Impureza 1, 5 pg/mL em Impureza 2 e 5 pg/mL em
Ativo S).

Solucéo amostra de produto acabado

Determinar o peso médio da mistura de pds de 20 capsulas. Pesar rigorosamente o
equivalente ao peso médio da mistura de p6s para um baldo de 10 mL. Adicionar 5 mL HCI
0.1N e levar ao ultrassons durante 10 min. Completar o volume com HCI 0.1N e centrifugar
durante 5 min a 3500 rpm (C = 1000ug/mL em Ativo S).

Resultados

Adequabilidade do sistema

De forma a avaliar a qualidade cromatografica do sistema analitico, foram efetuadas
seis injecdes consecutivas da solucdo padrdo e determinados os parametros cromatograficos.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 38.

Tabela 38 — Adequabilidade do sistema para ensaios de compostos relacionados

Adequabilidade do Sistema
Numero de Pratos Teoricos 6063
Fator de Simetria 1.39
Repetibilidade do Sistema Média (%) RSD (%)
Area do pico 194077 0.62
Tempo retengdo (minutos) 14.225 0.59

Para a solucdo resolucdo foram obtidos os seguintes tempos de retencdo (TR) e
resolucéo (R):

e Impureza 2: TR — 5.11 minutos;
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e Impureza 1: TR —9.92 minutos; R — 19.03;
e Ativo S: TR —13.38 minutos; R — 8.16.

O sistema cromatogréfico demonstrou ser adequado, uma vez que 0 pico
cromatografico do padrdo de Ativo S apresentou um ndmero de pratos tedricos > 1000, fator
de simetria < 1.5, RSD (tempo de retencdo) < 2.0 % e RSD (areas) < 5.0 %, para um minimo

de 5 injecOes. Foi obtida uma resolucdo > 1.5 entre os picos adjacentes.

Determinacdo do teor de impurezas no produto acabado

As solucBes amostra foram preparadas, a partir de um lote de produto acabado da
formulacdo teste e de um lote de medicamento de referéncia e quantificadas contra uma
solucdo padrdo de ativo a 5 ng/mL (ver preparacdo de solucGes). Os resultados obtidos foram
expressos em termos da média do teor impureza (%) e do total entre réplicas. Os resultados
obtidos encontram-se na tabela 39.

Tabela 39 — Resultados do teste ao ensaio de compostos relacionados

Lote laboratorial Produto de Referéncia
Teor de Impureza 1 (%) ND 0.011
Teor de Impureza 2 (%) 0.067 0.094
Max. individual imp. desc. (%0) 0.047 0.020
Total (%) 0.207 0.125

O perfil de impurezas obtido para ambos os produtos é idéntico e da mesma ordem
de grandeza. Admitindo que a especificagdo para as impurezas conhecidas era de 0.5 %, os
resultados cumprem a especificacéo.

Pelos resultados obtidos 0 método € adequado para a caracterizagdo dos compostos
relacionados da substancia ativa presentes no produto acabado. No entanto, foi testada a

exatiddo do ensaio.
3.2.2.5. Teste a exatidao do ensaio

No ensaio de exatiddo de compostos relacionados € pretendido determinar a
percentagem de recuperacdo das impurezas presentes em amostras preparadas através da
fortificagcdo de amostras de produto acabado a diferentes niveis de concentracdo com as

impurezas conhecidas.
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Admitindo que a especificacdo para as impurezas conhecidas era de 0.5 %, a
exatiddo devera ser testada para esse nivel de concentragdo, o qual corresponde uma
concentracédo de 5 pg/mL (0.5 % da concentragéo de trabalho de 1000 pg/mL).

Preparacéao de soluctes

Solucéo padrao de impurezas

Solucdo stock Impureza 1: De acordo com 3.2.2.2. Teste ao ensaio de compostos

relacionados (C =40 pg/mL em Impureza 1).
Solucdo stock Impureza 2: De acordo com 3.2.2.2. Teste ao ensaio de compostos

relacionados (C = 40 pg/mL em Impureza 2).

Pipetar 2.5 mL de solugdo stock de Impureza 1 e Impureza 2 para baldo volumétrico
de 20 mL. Completar o volume com HCI 0.1N (C =5 pg/mL em Impureza 1 e 5 pg/mL em
Impureza 2).

Solucdo amostra de exatiddo a 100%

Pesar rigorosamente 10 mg de matéria prima de Ativo S e 190 mg de placebo para
um baldo de 10 mL. Adicionar 5 mL HCI 0.1N e levar ao ultrassons durante 10 min. Pipetar
1.25 mL de solucdo stock de impureza 1 e 1.25 mL de solucgéo stock de impureza 2 para o
mesmo baldo. Completar o volume com HCI 0.1N e centrifugar durante 5 min a 3500 rpm (C

= 1000pg/mL em Ativo S, 5 pg/mL em Impureza 1 e 5 pg/mL em Impureza 2).

Solucéo amostra branco

Pesar rigorosamente 10 mg de matéria-prima de Ativo S e 190 mg de placebo para
um baldo de 10 mL. Adicionar 5 mL HCI 0.1N e levar ao ultrassons durante 10 min.
Completar o volume com HCI 0.1N e centrifugar durante 5 min a 3500 rpm (C = 1000ug/mL
de Ativo S).

Resultados

Foram preparadas 3 solugbes amostras com placebo e Ativo S a 1000 pg/mL,
fortificadas com quantidades de Impureza 1 e Impureza 2 proporcionais a 100 % (5 pg/mL de
Impureza 1 e Impureza 2). A quantificagcdo foi efetuada contra uma solugédo padrdo de
impurezas, contendo a Impureza 1 e Impureza 2 a 5 pg/mL. O ensaio inclui uma amostra de

placebo e Ativo S a 1000 pg/mL sem sobrecarga de impurezas (branco), cujo valor

95
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

determinado para cada impureza foi descontado no resultado da analise das amostras
fortificadas.

Os resultados de exatiddo da Impureza 1 e Impureza 2 a encontram-se nas tabelas 40

edl.
Tabela 40 — Resultados para a exatiddo da Impureza 1
Nivel concentragéo 100 %
Al 96.13
Recuperacéo (%) A2 95.73
A3 95.61
Média (%0) 95.82
RSD (%) 0.29

Tabela 41 — Resultados para a exatiddo da Impureza 2

Nivel concentragéo 100 %
Al 103.49
Recuperacéo (%) A2 100.81
A3 106.57
Média (%) 103.62
RSD (%) 2.78

Para o nivel de concentracgdo testado, os valores calculados estdo muito proximos dos
valores tedricos da concentracdo das solugdes amostras, encontrando-se entre os limites de 90
% - 110 %. Da mesma forma, os valores s&o muito semelhantes entre eles, o que significa que
entre o nivel de 100 % da concentracdo, 0 metodo mostra ser exato na determinagdo da

Impureza 1 e Impureza 2.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que € minimamente seguro
avancar para a validacdo do ensaio de doseamento da substancia ativa e do ensaio de

quantificacdo dos compostos relacionados no produto acabado.

5. METODO ANALITICO DE PRODUTO ACABADO

As condicBes cromatograficas e a preparacdo de solucGes dos ensaios de doseamento
e compostos relacionados desenvolvidos estdo descritas no método analitico de produto
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acabado (Anexo E), bem como todos os ensaios/testes e especificacdes necessarios a

caracterizacdo e controlo de qualidade do produto acabado.
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VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

1. OBJECTIVO

Este estudo foi levado a cabo de modo a validar os ensaios/testes utilizados na
analise de capsulas de Ativo S doseadas a 10 mg, de acordo com a “Guideline
CPMP/ICH/281/95 — Note for Guidance on Validation of Analytical Procedures”.

2. PRODUTO

E pretendido validar o método analitico para a analise de Ativo S no produto acabado.
O método analitico para a analise do produto acabado e as respetivas especificacdes,
encontram-se descritos no Anexo E.

O peso tedrico da mistura de pds para o enchimento de uma cépsula é de 200 mg,
correspondendo a 10 mg de ativo e 190 mg de placebo (excipientes). O peso de uma capsula

vazia é de 61 mg.

3. ENSAIOS VALIDADOS

O método analitico para a determinacdo do Ativo S em capsulas foi validado para os
seguintes ensaios: doseamento da substancia ativa, quantificagcdo dos compostos relacionados
e dissolugdo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando um detetor de
uVv.

No ambito deste relatério, em relacdo a validacdo de métodos analiticos, serdo
apenas abordados o0s ensaios de doseamento da substancia ativa e quantificacdo de
compostos relacionados. Os ensaios referidos foram validados para os parametros de
especificidade, linearidade na gama de trabalho, exatiddo, precisdo, precisdo intermédia e

robustez.
3.1. DOSEAMENTO

No ensaio de doseamento é pretendido quantificar a substancia ativa presente na
amostra de produto acabado.

A validagdo do ensaio de doseamento foi efetuada, tendo em conta que a
concentracdo de trabalho é de 120 pg/mL em Ativo S. A especificacdo adotada para o produto

acabado, foi o intervalo de 95% - 105%.
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3.1.1. Parametros Cromatograficos

Os parametros cromatogréaficos foram avaliados para o pico principal, presente numa
solugéo padrdo na concentracdo de trabalho estabelecida (120 pg/mL de Ativo S), injetada em
sextuplicado.

Critério de aceitacdo

e Tempo de retencdo (TR): ~ 10 minutos;
e NuUmero de pratos teéricos: (N) > 1000;
e Fator de simetria (T): [0.8 — 1.5]

Resultados

A tabela 42 apresenta os resultados obtidos para os parametros cromatograficos
avaliados para o0 ensaio de doseamento. O sistema cromatografico demonstrou cumprir com

0s parametros que caracterizam a qualidade dos picos cromatograficos para o Ativo S.

Tabela 42 — Parametros cromatogréaficos obtidos para o ensaio de doseamento

Componentes TR (min) N T
Ativo S 10.23 11359 1.30

3.1.2. Especificidade

E a capacidade de um ensaio ser discriminativo na identificacio e quantificacdo de
um determinado composto, relativamente a outros de estrutura semelhante ou ndo, presentes
na mesma matriz.

De modo a confirmar a especificidade do método analitico, foram injetadas
separadamente as seguintes solucfes: solucdo padrdo de Ativo S (120 pg/mL), solucéo
amostra de produto acabado (120 pg/mL), mistura diluente, solu¢do de HCI 0.1N e solugéo de

placebo.
Critério de aceitagcdo

e Auséncia de picos interferentes ao tempo de retengdo do pico principal.

Resultados
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As figuras 28 a 32 representam 0s cromatogramas obtidos na avaliagdo da
especificidade do ensaio de doseamento. Pela sua anélise foi verificado que ndo existem picos

de solvente nem picos de placebo que interfiram com o ensaio de doseamento do Ativo S.
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Figura 28 — Cromatograma da solugéo padréo de Ativo S a 120 pg/mL
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Figura 29 — Cromatograma da solu¢do amostra de Ativo S a 120 pg/mL
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Figura 30 — Cromatograma da solu¢do de HCI 0.1N
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Figura 32 — Cromatograma da solucdo de placebo

3.1.3. Linearidade Gama Alta

E a capacidade de um ensaio reportar, numa determinada gama de concentracdes,
resultados diretamente proporcionais (ou ap6s sujeitos a transformacGes matematicas bem
definidas) as concentracdes do analito.

A partir de uma solucdo stock a 1000 pg/mL em Ativo S, foram efetuadas diluicGes
para obter solu¢cbes com concentragfes de 60 pg/mL, 90 pg/mL, 120 pg/mL, 150 pg/mL e
180 pg /mL, injetadas em triplicado. Estas concentracdes correspondem respetivamente a
50%, 70%, 100%, 125% e 150%, da concentracdo de trabalho (120 pg/mL em Ativo S).

Para a avaliagdo da linearidade foi aplicado o método dos minimos quadrados
(regressdo linear). Os parametros avaliados sdo o coeficiente de correlagdo (r), valor do

declive, valor de intercecdo no eixo dos Y e a distribuicdo dos residuos.
Critério de aceitacdo

e O coeficiente de correlagdo é maior do que 0.999;

e Os residuos estdo distribuidos aleatoriamente em torno de zero;

101
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

e Os limites de intercecdo (1Cq95%) contém o zero.

Resultados

A figura 33 representa a regressao linear das respostas das amostras de Ativo S em
funcdo das concentracGes compreendidas entre 50 % - 150 %, em relacdo a concentracéo de
trabalho de 120 pg/mL.
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Figura 33 — Linearidade de gama alta para o Ativo S

Os parametros obtidos através da regressdo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentragdes estudadas (60 pug/mL a 180 pg/mL), cumprindo os
critérios de aceitacdo (tabela 43 e figura 34).

Tabela 43 — ParAmetros da regressao linear

Parametro Resultado
r 0.9998
Declive 37339.14
Intercecéo 45626.53
Limite de intercecéo superior no 1Cgs o 223795.42
Limite de intercecéo inferior no 1Cgs o - 132542.36
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Distribuicao de Residuos
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Figura 34 — Distribuicéo residual em torno do zero para a linearidade de gama alta
3.1.4. Precisédo

E pretendido avaliar a precisio associada ao sistema cromatografico e a preparagio
das amostras. Para tal, a precisdo é testada a varios niveis: repetibilidade do sistema,

repetibilidade do ensaio e precisdo intermeédia.
3.1.4.1. Repetibilidade do sistema

De modo a avaliar a variabilidade inerente ao sistema, a repetibilidade foi levada a
cabo com seis inje¢des consecutivas da mesma solucéo padréo (120 pg/mL em Ativo S).
Os resultados foram expressos em termos da média e do desvio padrdo relativo

(RSD) entre as seis determinacdes.
Critério de aceitacao

e Para ndo menos de cinco determinacGes: RSD (areas e tempo de retencdo) < 2.0%.

Resultados

Os resultados da repetibilidade do sistema cromatografico estdo indicados na tabela

44 e cumprem os critérios de aceitacéo.
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Tabela 44 — Repetibilidade do sistema cromatogréfico

Injecéo Area TR (min)
1 4539659 11.66
2 4538576 11.54
3 4569480 11.63
4 4559527 11.63
5 4547307 11.71
6 4520044 11.79
Média 4545766 11.66
RSD (%) 0.38 0.74

3.1.4.2. Repetibilidade do ensaio

De modo a avaliar a variabilidade inerente ao ensaio, a repetibilidade foi determinada
sobre um conjunto de seis amostras de produto acabado provenientes do mesmo lote
preparadas a concentracdo de trabalho (120 pug/mL em Ativo S).

Os resultados foram expressos em termos da média e do desvio padrdo relativo
(RSD) entre as seis determinacdes.

Critério de aceitacéo

e Para ndo menos de cinco determinacdes: RSD < 2.0%.

Resultados

Os resultados da repetibilidade do ensaio sdo apresentados na tabela 45. Pela analise
dos resultados, é possivel verificar que para o ensaio de doseamento do Ativo S, o valor de

desvio padrao relativo obtido cumpre os critérios de aceitacéo.

Tabela 45 — Repetibilidade do ensaio

Concentracéo (%)
99.6 99.7
98.4 98.5

100.4 99.9
Média (%)
994
RSD (%)
0.8
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3.1.4.3. Precisao intermédia

Para a avaliacdo da variabilidade intra-laboratorial do ensaio, foram preparadas seis
amostras de produto acabado do mesmo lote preparadas a concentragdo de trabalho (120
pg/mL), por um segundo analista, num equipamento diferente e num dia diferente.

Os resultados foram expressos em termos da média e do desvio padrdo relativo
(RSD) entre as 6 determinacdes. A totalidade dos resultados foi expresso em termos do desvio

padréo relativo entre as 12 determinagdes.

Critério de aceitacéo
e Para ndo menos de cinco determinacdes, intra-analista: RSD < 2.0%;
e Para ndo menos de dez determinacdes, inter-analistas: RSD < 2.5%.

Resultados

Os resultados da precisdo intermédia do ensaio estdo apresentados na tabela 46. Pela
analise dos resultados, é possivel verificar que para o ensaio de doseamento do Ativo S, 0s
valores de desvio padrdo relativo (RSD) obtidos intra- analista e inter-analista cumprem os

critérios de aceitacao.

Tabela 46 — Precisdo intermédia do ensaio

Concentracao (%)
Analista 1 Analista 2
99.6 99.7 98.6 97.6
98.4 98.5 98.1 98.0
100.4 99.9 97.7 97.4
Média (%)
99.4 97.9
RSD (%)
0.8 0.4
RSD das 12 determinagdes (%)
1.0

3.1.5. Exatidao

A exatiddo do ensaio avalia o grau de aproximacdo entre um valor obtido
experimentalmente e o seu valor tedrico. Esta foi comprovada para a gama de trabalho, tendo

sido testada a trés niveis de concentracdo: 50 %, 100 % e 150 % da concentracéo de trabalho
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em Ativo S (120 pg/mL). As amostras foram preparadas em triplicado, de acordo com o
sequinte procedimento: foi efetuada a pesagem das quantidades de ativo, calculadas em
relacdo a dose unitaria: 50%, 100% e 150%, correspondendo a 50 mg, 100 mg e 150 mg,
respetivamente, as quais se adicionaram o placebo (excipientes) na quantidade presente na
férmula unitéria. Foram preparados igualmente em triplicado amostras branco (placebo) para
avaliacdo do nivel de interferéncia.

A sua avaliacdo foi efetuada atraves do calculo da percentagem de recuperacao do
ativo. Os resultados foram expressos em termos da média, desvio padrdo (SD) e desvio

padréo relativo (RSD).
Critério de aceitacéo
e A percentagem de recuperagdo do ativo deve encontrar-se entre os limites: 98% -
102%.
Resultados

A tabela 47 apresenta os resultados obtidos para a exatiddo do ensaio testada a trés
niveis de concentragdo. Para os 3 niveis de concentracéo testados, os valores calculados estdo
muito proximos dos valores tedricos da concentracdo das solu¢Bes amostras, encontrando-se
entre os limites de 98% — 102%. Da mesma forma, os valores sdo muito semelhantes entre
eles, o que significa que entre o intervalo de concentracdo de 50% - 150% o método mostra

ser exato.

Tabela 47 — Resultados para a exatiddo na gama alta

Nivel concentragéo 50 % 100 % 150 %
1014 99.6 100.4
Recuperagédo (%) 100.6 99.6 100.1
99.9 101.7 100.0
Média (%) 100.6 100.3 100.2
SD (%) 0.8 1.2 0.2
RSD (%) 0.8 1.2 0.2
9 Determinacdes
Média (%) 100.4
SD (%) 0.7
RSD (%) 0.7
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3.1.6. Robustez (estabilidade intra-diaria)

A robustez das solucdes foi avaliada atraves da estabilidade intra-didria da solucao
padrdo do Ativo S, pela variacdo da percentagem da resposta do padréo obtida ao longo do

tempo.
Critério de aceitacdo

e Desvio em relagdo a resposta inicial: < 3%.

Resultados

As variagdes da resposta do padrdo de doseamento do Ativo S a 120 pug/mL ao longo

do tempo encontram-se na tabela 48.

Tabela 48 — Estabilidade intra-diaria da solugdo padréo

Tempo (horas) Variacdo em relacéo ao to (%)
0 0.00
12 -0.35
15 -0.29
18 0.56
21 0.82
25 1.07

As variacOes da resposta do padrdo ndo sdo consideradas significativas até as 25
horas apds a preparacdo da solugdo padréo, pois o desvio observado foi menor que 3% da

resposta inicial.
3.2. COMPOSTOS RELACIONADOS

No ensaio de compostos relacionados € pretendido quantificar as substancias
relacionadas (impurezas) da substancia ativa presentes na amostra de produto acabado.

Os compostos relacionados do produto acabado englobam as impurezas provenientes
da substéncia ativa (impurezas de sintese), produtos de degradacdo da substancia ativa e
produtos de reagdo da substancia ativa com um determinado excipiente e/ou com o material
de acondicionamento primario. As impurezas podem ser designadas por impurezas
conhecidas, as quais foram qualificadas ou designados por impurezas desconhecidas, cuja
identificacdo é desconhecida.

De acordo com a ICH Harmonised Tripartite Guideline: “Impurities in New Drug

Products — Q3B(R2)” de 2006, tendo em conta que a dose diaria recomendada é de 15 mg
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(dosagem mais elevada), para as impurezas conhecidas o maximo admitido sera de 0.5%. Este
também foi o valor de especificacdo referido pelo fornecedor da matéria-prima para todas as
impurezas e que serd adotado para produto acabado, para libertagdo de lotes. Para as
impurezas desconhecidas, tendo em conta que a dose diaria recomendada é de 15 mg
(dosagem mais elevada), o0 maximo admitido sera de 0.2%. Estes valores de especificacdo sao
os recomendados para produto acabado, de acordo com a guideline referida.

A validagédo para as impurezas conhecidas foi efetuada para uma concentragdo de 5
pg/mL (correspondendo a 0.5% da concentracdo de trabalho de 1000 pg/mL) e para as
impurezas desconhecidas para uma concentracdo de 2 pg/mL (correspondendo a 0.2% da

concentracdo de trabalho de 1000 pg/mL).

3.2.1. Parametros Cromatograficos

De forma a avaliar a capacidade do sistema analitico para reportar um pico
cromatografico adequado, os parametros cromatograficos foram avaliados para o Ativo S,
Impureza 1 e Impureza 2, presentes numa solucdo padrdo a concentracdo de 5 pg/mL de Ativo

S, Impureza 1 e Impureza 2, injetada em sextuplicado.
Critério de aceitacéo

e Tempo de retencdo (TR): ~ 5 min para Impureza 2, ~ 11 min para Impureza 1 e ~ 14
min para Ativo S;

e NuUmero de pratos teéricos: (N)> 1000;

e Fator de simetria (T): [0.8 — 1.5];

e Resolugédo (R): > 1.5;

Resultados

A tabela 49 apresenta os resultados obtidos para os parametros cromatograficos
avaliados para o ensaio de compostos relacionados. O sistema cromatografico demonstrou
cumprir com 0s parametros que caracterizam a qualidade dos picos cromatograficos para o

Ativo S, Impureza 1 e Impureza 2.
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Tabela 49 — ParAmetros cromatogréficos obtidos para o ensaio de compostos relacionados

Componentes TR (min) N T R
Ativo S 14.04 7374 1.18 6.8
Impureza 1 10.81 12565 0.79 15.5
Impureza 2 5.34 6035 1.46

3.2.2. Especificidade

De modo a confirmar a capacidade de um ensaio ser discriminativo na identificacdo e
quantificacdo de um determinado composto presentes na mesma matriz, foram injetadas
separadamente a solucdo padréo de Ativo S (5 ng/mL), a solu¢do amostra de produto acabado
(1000 pg/mL), a solucéo de placebo, a solucéo resolucdo (Impureza 1, Impureza 2 e Ativo S a

5ug/mL) e solugdes individuais de cada impureza (5 pg/mL).
Critério de aceitacdo

e Auséncia de picos interferentes ao tempo de retencdo do pico de Ativo S, de Impureza
1 e Impureza 2.
Resultados
As figuras 35 a 41 representam 0s cromatogramas obtidos na avaliacdo da
especificidade do ensaio de compostos relacionados. O método para a quantificacdo de

compostos relacionados mostrou ser especifico para o Ativo S, Impureza 1 e Impureza 2.
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Figura 35 — Cromatograma da solugéo resolugdo contendo Ativo S, Impureza 1 e Impureza2 a5
pug/mL
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Figura 36 — Cromatograma da solugéo de placebo
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Figura 37 — Cromatograma da solug&o individual de Impureza 1 a 5 ng/mL
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Figura 38 — Cromatograma da solugéo individual de Impureza 2 a 5 pg/mL
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Figura 40 — Cromatograma da solug@o amostra de produto acabado de Ativo S a 1000 pg/mL
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Figura 41 — Cromatograma mistura HCI 0.1N + mistura diluente
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3.2.3. Linearidade de Gama Baixa (impurezas desconhecidas)

De forma a avaliar a capacidade do ensaio reportar, numa determinada gama de
concentragOes resultados diretamente proporcionais as concentragdes de analito, o estudo da
linearidade foi efetuado tendo como 100% a concentracdo da solucdo padrdo de 2 pg/mL em
Ativo S, que corresponde a 0.2 % da concentracédo de trabalho (1000 pug/mL em Ativo S).

A partir de uma solucéo stock a 25 pg/mL em Ativo S, foram efetuadas diluicdes para
obter soluges com concentragdes de 0.2 pg/mL, 0.5 pg/mL, 1.0 pg/mL, 2.0 pg/mL, 2.5
pg/mL, 3.0 pg/mL, 5.0 pg/mL, 6.0 pg/mL e 7.5 pg/mL. Estas concentragdes correspondem
respetivamente a 0.02%, 0.05%, 0.10%, 0.20%, 0.25%, 0.30%, 0.50%, 0.60% e 0.75%, da
concentracdo de trabalho 1000 pg/mL em Ativo S.

Para a avaliacdo da linearidade foi aplicado o método dos minimos quadrados
(regressé@o linear). Os parametros avaliados séo o coeficiente de correlacdo (r), valor do
declive, valor de intercecdo no eixo dos Y e a distribuicdo dos residuos.

Critério de aceitacdo

e O coeficiente de correlagdo é maior do que 0.99;

e Os residuos estdo distribuidos aleatoriamente em torno de zero.
Resultados

A figura 42 representa a regressdo linear das respostas das solucdes de Ativo S em
funcdo das concentracfes entre 0.2 pg/mL e 7.5 pg/mL, correspondendo a uma variagao entre
0.02 % e 0.75 %, em relacdo a concentragdo de trabalho de 1000 pg/mL.

Linearidade de Arivo §
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100000

50000
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Resposta

—— Linear (Resposta)

Conc. (ug/ml)

Figura 42 — Linearidade de gama baixa para o Ativo S
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Os parametros obtidos através da regressédo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentragdes estudadas (0.2 pg/mL a 7.5 pg/mL), cumprindo os

critérios de aceitacdo (tabela 50 e figura 43).

Tabela 50 — ParAmetros da regressao linear

Parametro Resultados
r 1.0000
Declive 38123.17
Intercepcéo -1089.71

Distribuicio de Residuos

1500

1000 T o
w500 1o ¢ .
e 0 | n L ] ) ) | )
: ’ T T
3 -500 4 1 2 3 4 5 g 7
& -1000 +

-1500 +

-2000 .

-2500

Conc. (ng/ml)

Figura 43 — Distribuicéo residual em torno de zero para a linearidade de gama baixa

3.2.4. Linearidade da Impureza 1 e Impureza 2

O estudo da linearidade foi efetuado tendo como 100% a concentracdo
correspondente ao limite maximo permitido para as impureza conhecidas, ou seja a uma
solugdo padrdo de Impureza 1 e Impureza 2 a 5 pg/mL que corresponde a 0.5 % da
concentracéo de trabalho (1000 pg/mL em Ativo S).

A partir de uma solucdo stock a 25 pg/mL em Impureza 1, foram efetuadas dilui¢oes
para obter solugdes com concentragdes de 1.0 pg/mL, 2.0 pg/mL, 2.5 pg/mL, 3.0 pg/mL, 4.0
pg/mL, 5.0 pg/mL, 6.0 pg/mL e 7.5 pg/mL. Estas concentracBes correspondem
respetivamente a 0.10 %, 0.20 %, 0.25 %, 0.30 %, 0.40 %, 0.50 %, 0.60 % e 0.75 % da
concentragéo de trabalho 1000 pg/mL em Ativo S.

A partir de uma solucdo stock a 25 pg/mL em Impureza 2, foram efetuadas dilui¢des
para obter solu¢gdes com concentragdes de 1.0 pg/mL, 2.5 pg/mL, 4.0 ug/mL, 5.0 pg/mL, 7.5

pg/mL, 10.0 pg/mL e 15.0 pg/mL,. Estas concentracdes correspondem respetivamente a 0.10
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%, 0.20 %, 0.25 %, 0.40 %, 0.50 %, 0.75 %, 1.00 % e 1.50 % da concentracdo de trabalho
1000 pg/mL em Ativo S.

Para a avaliagdo da linearidade foi aplicado o método dos minimos quadrados
(regressd@o linear). Os parametros avaliados sé&o o coeficiente de correlacdo (r), valor do

declive, valor de intercecéo no eixo dos Y e a distribuicdo dos residuos.
Critério de aceitacdo

e O coeficiente de correlacdo € maior do que 0.99;

e Osresiduos estdo distribuidos aleatoriamente em torno de zero.
Resultados

Linearidade da Impureza 1

A figura 44 representa a regressao linear das respostas das solucdes de Impureza 1
em funcédo das concentracOes entre 1.0 pg/mL e 7.5 pg/mL, correspondendo a uma variagdo
entre 0.10 % e 0.75 %, em relacdo a concentracdo de trabalho de 1000 pg/mL, incluindo o

limite maximo permitido para esta impureza (5 pg/mL).

Linearidade da Impureza 1
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Figura 44 — Linearidade para a Impureza 1

Os parametros obtidos através da regressédo linear permitem concluir que o método é
linear dentro do intervalo de concentragdes estudadas (1.0 pg/mL a 7.5 pg/mL), cumprindo os

critérios de aceitacdo (tabela 51 e figura 45).
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Tabela 51 — Par@metros da regressao linear

Parametro Resultados
r 0.9997
Declive 49302.57
Intercepcéo -11177.92

Distribui¢io de Residuos

5000
4000 + .

3000 | .
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1000 1

Residuos

ot e
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22000 + .
-3000 +

-4000 *

Conc. (ug/ml)

Figura 45 — Distribuicéo residual em torno de zero para a linearidade da Impureza 1

Linearidade da Impureza 2

A figura 46 representa a regressao linear das respostas das solugdes de Impureza 2
em funcdo das concentragdes entre 1.0 pg/mL e 15.0 pg/mL, correspondendo a uma variagdo
entre 0.10 % e 1.50 %, em relacdo a concentracdo de trabalho de 1000 pg/mL, incluindo o

limite maximo permitido para esta impureza (5 pg/mL).

Linearidade de Impureza 2

800000
700000 4 Resposta
s 600000 y =45690x-4174.9
£ 500000
2 400000 B Resposta
& 300000 prevista
200000 — Linear
100008 . . ‘ (Resposta)
0 5 10 15 20

Conc. (ng/ml)

Figura 46 — Linearidade para a Impureza 2

Os parametros obtidos atraves da regressdo linear permitem concluir que o método €
linear dentro do intervalo de concentragdes estudadas (1.0 pg/mL a 15.0 pg/mL), cumprindo

os critérios de aceitacdo (tabela 52 e figura 47).
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Tabela 52 — ParAmetros da regressao linear

Parametro Resultados
r 1.0000
Declive 45690.36
Intercepcéo -4174.93

Conc. (ng/ml) Residual Plot
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Figura 47 — Distribuicao residual em torno de zero para a linearidade da Impureza 2

3.2.5. Limite de Detecéo

O limite de detecdo consiste na menor concentracdo que permite identificar com
fiabilidade a presenca do analito. Assume-se como limite de detecdo experimental admissivel
a concentragdo minima a qual os valores do desvio padrdo relativo de injecGes consecutiva

sdo aceitaveis.
Critério de aceitacdo

e Para um minimo de 5 inje¢fes: RSD < 20%.

Resultados

Na tabela 53 estdo indicadas as concentracfes minimas que permitem obter valores

de desvio padréo relativo aceitaveis para 6 inje¢cdes (RSD < 20%).

Tabela 53 — Limites de dete¢éo obtidos para o ensaio de compostos relacionados

Componente LD (ug/mL) LD (%) RSD (%)
Ativo S 0.05 0.005 3.09
Impureza 1 0.30 0.030 1.58
Impureza 2 0.30 0.030 1.77
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3.2.6. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo consiste na menor concentracdo de um analito que um
determinado ensaio tem capacidade de quantificar com exatiddo e precisdo pretendida. Assim,
0 método terd de ser exato, preciso e linear nesse ponto. Assume-se como limite de
quantificacdo experimental admissivel a concentracdo a qual os valores do desvio padrdo

relativo de injecGes consecutiva sao aceitaveis.
Critério de aceitacéo

e Para um minimo de 5 inje¢des: RSD < 10%.

Resultados

Na tabela 54 estéo indicadas as concentragdes que permitem obter valores de desvio

padrdo relativo aceitaveis para 6 injecdes (RSD < 10%).

Tabela 54 — Limites de quantificagdo obtidos para o ensaio de compostos relacionados

Componente LQ (ug/mL) LQ (%) RSD (%)
Ativo S 0.2 0.02 1.78
Impureza 1 1.0 0.10 0.44
Impureza 2 1.0 0.10 1.08

3.2.7. Precisdo
3.2.7.1. Repetibilidade do sistema

De modo a avaliar a variabilidade inerente ao equipamento, a repetibilidade foi
levada a cabo com seis injecfes consecutivas da mesma solugdo padrdo contendo Ativo S,
Impureza 1 e Impureza 2 a 5 pg/mL.

Os resultados foram expressos em termos da média e do desvio padrdo relativo

(RSD) entre as seis determinacoes.
Critério de aceitagcdo

e Para ndo menos de cinco determinagdes: RSD < 5.0%.
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Resultados

Os resultados da repetibilidade do sistema, obtidos com a solugédo padrdo contendo 5
pg/mL em Ativo S, 5 pg/mL em Impureza 1 e 5 pg/mL em Impureza 2, estdo representados na
tabela 55 e cumprem os critérios de aceitagao.

Tabela 55 — Repetibilidade do sistema de compostos relacionados

Ativo S Impureza 1 Impureza 2
Area TR (min) Area TR (min) Area TR (min)
189028 13.42 285787 10.00 222805 5.30
183688 13.40 281003 10.00 221299 5.30
184916 13.44 282484 9.99 223088 5.30
182336 13.44 282479 10.00 222171 5.31
183993 13.67 283188 9.99 221468 5.31
178211 13.55 285148 9.98 221785 5.32
Média
183695 13.55 283348 9.99 222102 5.31
RSD (%)
1.92 1.56 0.64 0.06 0.33 0.13

3.2.7.2. Repetibilidade do ensaio e precisao intermédia (impurezas desconhecidas)

De modo a avaliar a variabilidade inerente ao ensaio, a repetibilidade foi efetuada
com seis amostras, preparadas com placebo e Ativo S a 1000 pg/mL, diluidas para a
concentracdo maxima permitida para as impurezas desconhecidas (0.2% que corresponde a 2
pug/mL).

Os resultados foram expressos em termos da determinacdo média de Ativo S e do
desvio padrao relativo (RSD) entre as seis determinacdes.

Para a avaliacdo da variabilidade intra-laboratorial do ensaio para a quantificagéo dos
compostos relacionados desconhecidos, foram preparadas seis amostras por um segundo
analista, num equipamento diferente, num dia diferente, diluidas para a concentragdo maxima
permitida para as impurezas desconhecidas (0.2% que corresponde a 2 pg/mL).

Os resultados foram expressos em termos da determinacdo média de Ativo S e do
desvio padrdo relativo (RSD) entre as 6 determinagOes. A totalidade dos resultados foi
expresso em termos do desvio padrdo relativo (RSD) entre as 12 determinacdes e determinado

para um intervalo de confianca a 95%.
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Critério de aceitacdo

e Para ndo menos de cinco determinacdes, intra-analista: RSD < 10.0%;
e O desvio entre a média calculada e a média dos valores tedricos ndo deve ser superior
a 10% desta;

e Parando menos de dez determinagdes, inter-analistas: RSD < 15.0%.

Resultados

A tabela 56 apresenta os resultados obtidos para repetibilidade do ensaio e precisao

intermédia para as impurezas desconhecidas e cumprem os critérios de aceitagéo.

Tabela 56 — Repetibilidade do ensaio e precisdo intermédia na gama baixa

Concentracéo (%)
Analista 1 Analista 2
92.2 94.0 92.8 94.2
92.9 93.8 94.6 94.9
92.4 92.1 94.5 95.5
Média (%)
92.9 94.4
RSD (%)
0.9 1.0
1Cos 9
92.0% - 93.8% 93.4% - 95.4%
RSD das 12 determinagdes (%)
12
1Cos 9
92.9% - 94.4%

3.2.7.3. Repetibilidade do ensaio e precisao intermédia (impurezas conhecidas)

De modo a avaliar a precisdo do ensaio para a quantificacdo da Impureza 1 e
Impureza 2, a repetibilidade foi elaborada com seis amostras de placebo e Ativo S a 1000
pg/mL, sobrecarregadas com Impureza 1 e Impureza 2 para a concentragdo maxima permitida
para as impurezas conhecidas (0.5%, que corresponde a 5 pg/mL).

Os resultados foram expressos em termos da recuperacdo media e do desvio padrdo

relativo (RSD) entre as seis determinacdes.
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Para a avaliacdo da precisdo intermédia do ensaio, foram preparadas seis amostras de
placebo e Ativo S a 1000 pg/mL, sobrecarregadas com Impureza 1 e Impureza 2 para a
concentracdo méaxima permitida para as impurezas conhecidas (0.5%, que corresponde a 5
pg/mL), por um segundo analista, num dia diferente.

Os resultados foram expressos em termos da média e do desvio padrao relativo entre
as 6 determinacdes. A totalidade dos resultados foi expresso em termos do desvio padrédo

relativo entre as 12 determinagdes e determinado para um intervalo de confianga a 95%.
Critério de aceitacéo

e Para ndo menos de cinco determinacdes, intra-analista: RSD < 10.0%;
e O desvio entre a média calculada e a média dos valores tedricos ndo deve ser superior
a 10% desta;

e Para ndo menos de dez determinacdes, inter-analistas: RSD < 15.0%.

Resultados

A tabela 57 e 58 apresentam os resultados obtidos para repetibilidade do ensaio e
precisdo intermédia para as impurezas conhecidas e cumprem os critérios de aceitacao.

Foi desprezada pelo analista 1 uma determinacdo da andlise (sexta amostra) da
repetibilidade do ensaio para a Impureza 2 por esta se apresentar bastante fora dos valores
esperados (90% - 110%).
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Tabela 57 — Repetibilidade do ensaio e precisdo intermédia para a Impureza 1

Concentragéo (%)

Analista 1

Analista 2

95.2

94.3

100.5

101.4

96.5

109.3

99.1

102.9

98.0

109.3

101.5

100.1

Médi

a (%)

100.4

100.9

RSD (%)
7.0 1.3
1Co5 %

92.4% - 108.5% 99.4% - 102.4%
RSD das 12 determinacdes (%0)
4.8
1Co5 %
97.5% - 103.9%

abela 58 — Repetibilidade do ensaio e precisdo intermédia para a Impureza 2

Concentragéo (%)

Analista 1

Analista 2

98.3

102.0

97.3

98.3

100.1

101.1

98.5

97.7

103.6

97.3

98.6

Médi

a (%)

101.0

98.0

RSD (%)

2.0

0.6

1Co5 %

98.3% - 103.8% 97.3% - 98.6%
RSD das 11 determinacdes (%0)
21
1Cos5 %
97.9% - 100.8%
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Pela andlise dos resultados apresentados anteriormente (tabelas 55, 56 e 57), é possivel
verificar que para o ensaio de compostos relacionados, os valores de desvio padrdo relativo

obtidos intra- analista e inter-analista cumprem os critérios de aceitagao.

3.2.8. Exatidao

Com o estudo da exatiddo do ensaio para a quantificacdo de compostos relacionados,
foi pretendido avaliar o grau de aproximacdo entre um valor obtido experimentalmente e o
seu valor tedrico.

Este estudo foi efetuado para os niveis de concentracdo de 50%, 100% e 150% do
limite de especificacdo de cada uma das impurezas conhecidas, ou seja 0.5% que corresponde
a5 pg/mL para a Impureza 1 e Impureza 2.

Para tal, foram preparadas 3 solugfes amostras, com placebo e Ativo S a 1000
pg/mL, fortificadas com quantidades de Impureza 1 e Impureza 2 proporcionais a 50% (2.5
pg/mL de Impureza 1 e Impureza 2), 100% (5 pug/mL de Impureza 1 e Impureza 2) e 150%
(7.5 pg/mL de Impureza 1 e Impureza 2). A quantificacdo foi efetuada contra uma solugédo
padrdo de cada uma das impurezas, contendo a Impureza 1 e Impureza 2 a 5 pg/mL. O ensaio
inclui uma amostra de placebo e Ativo S a 1000 pug/ml sem sobrecarga de impurezas (branco),
cujo valor determinado para cada impureza foi descontado no resultado da andlise das
amostras fortificadas.

A exatiddo foi expressa em termos de percentagem de recuperacdo dos valores
estabelecidos relativamente ao conteldo presente na amostra, ap6s a sua sobrecarga. Os
resultados foram expressos em termos da média, desvio padrdo (SD) e desvio padrao relativo
(RSD).

Critério de aceitacéo

e A % de recuperacgdo da impureza deve encontrar-se entre os limites: 90% - 110%;

e Para o nivel de concentracdo mais baixo, % de recuperacdo da impureza: 85% - 115%.
Resultados

Os resultados de exatiddo da Impureza 1 e Impureza 2 a 50 %, 100 % e 150 % da

concentracdo limite permitida para as impurezas conhecidas encontram-se nas tabelas 59 e 60.
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Tabela 59 — Resultados para a exatiddo da Impureza 1

Nivel concentragéo 50 % 100 % 150 %
911 95.2 107.7
Recuperacao (%) 91.4 96.5 108.1
91.0 98.0 108.0
Média (%0) 91.2 96.6 107.9
SD (%) 0.2 1.4 0.2
RSD (%) 0.3 1.4 0.2
9 Determinacdes
Média (%) 98.5
SD (%) 7.4
RSD (%) 7.5

Tabela 60 — Resultados para a exatiddo da Impureza 2

Nivel concentragao 50 % 100 % 150 %
94.8 98.3 99.3
Recuperagéo (%) 98.8 100.1 98.5
97.5 103.6 99.6
Média (%) 97.0 100.7 99.1
SD (%) 2.0 2.7 0.6
RSD (%) 2.1 2.6 0.6
9 Determinacdes
Média (%0) 98.9
SD (%) 2.3
RSD (%) 2.3

Para os 3 niveis de concentracdo testados, os valores calculados estdo muito
proximos dos valores tedricos da concentracdo das solu¢fes amostras, encontrando-se entre 0s
limites de 90% - 110% e para o nivel mais baixo entre os limites de 85% - 115%. Da mesma
forma, os valores sdo muito semelhantes entre eles, o que significa que entre o intervalo de
50% - 150% da concentragdo, o método mostra ser exato na determinagdo da Impureza 1 e

Impureza 2.
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3.2.9. Robustez (estabilidade intra-diaria)

A robustez das solucdes foi avaliada atraves da estabilidade intra-didria da solucao
padrdo do Ativo S, pela variacdo da percentagem da resposta do padréo obtida ao longo do
tempo.

Critério de aceitacdo

e Desvio em relagdo a resposta inicial: < 3%.

Resultados

As variagdes da resposta do padrdo de compostos relacionados do Ativo S a 5 pg/mL

ao longo do tempo encontram-se na tabela 61.

Tabela 61 — Estabilidade intra-diaria da solucdo padrao

Tempo (horas) Variacdo em relacéo ao to (%)
0 0.00
10 -1.07
28 -0.74
46 -0.01
63 -0.88

As variacOes da resposta do padrdo ndo sdo consideradas significativas até as 63
horas apds a preparacdo da solucdo padrdo, pois o desvio observado foi menor que 3 % da

resposta inicial.

3.3. EVIDENCIA DA ADEQUABILIDADE DO METODO PARA MONITORIZAR A ESTABILIDADE

DO PRODUTO

A avaliagdo da adequabilidade do método para monitorizar a estabilidade do produto
baseia-se na capacidade do mesmo em detetar redugdes de teor do ativo, na sequéncia de vias
de degradacdo ocorridas, levando ao aparecimento de produtos de degradacdo. A
quantificacdo da substancia ativa e o conteddo em compostos relacionados foi avaliada
atraveés dos ensaios desenvolvidos para o produto acabado. Na tabela 62 estdo esquematizadas

as condigdes de stress a que a matéria - prima de Ativo S foi submetida.
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Tabela 62 — Condic¢Bes a que a matéria - prima de Ativo S foi submetida

Estudo MIERETEY Condigdes leo? c~le
Aparelho exposicao

Fotossensibidade %ﬁjﬂgg‘tﬁ’, 500 W/m? de radiacéo luminosa 24 e 48 horas
Temperatura Estufa 50°Ce90°C 3 e7dias
Humidade Excicador 85 % HR 3e7dias

Destilador de

Hidrolise Acida refluxo HCI 1 N, refluxo 3 horas
s , . Destilador de
Hidrolise Basica refluxo NaOH 1 N, refluxo 3 horas
Oxidacao Estufa H.0- 20 vol., estufa a 50°C 12 e 24 horas

Aparelho “Suntest” — Equipamento para ensaios de exposicéo a luz.
Resultados

As amostras de matéria — prima de Ativo S foram submetidas a diferentes tipos de
degradac6es forcadas tendo sido posteriormente quantificadas pelo método de doseamento e

pelo método de compostos relacionados. Os resultados sdo apresentados na tabela 63.

Tabela 63 — Resultados do doseamento e dos compostos relacionados no ativo submetido a

degradagdes forcadas
Condicdo de Doseamento Compostos Relacionados
degradacao Média (%) | TRR Composto Teor (%)
Sem degradac&o 0.739 Max. ind. Desconh. 0.042
) - 99.50
induzida Total 0.158
0.299 Max. ind. Desconh. 0.053
Suntest 24 h 100.98
Hntes Total 0.178
0.310 Max. ind. Desconh. 0.196
101.02
Suntest 48 h Total 0.441
0.721 Max. ind. Desconh. 0.046
T=50 °C, 3 dias 100.77
=4 Total 0.002
1.118 Max. ind. Desconh. 0.043
T=50°C, 7 dias 100.76
A Total 0.120
0.923 Impureza 1 0.052
T=90 °C, 3 dias 102.27 1.118 Max. ind. Desconh. 0.047
Total 0.141
0.922 Impureza 1 0.050
HR =85 %, 3 dias 100.95 1.119 Max. ind. Desconh. 0.049
Total 0.148
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0.923 Impureza 1 0.051

HR =85 %, 7 dias 101.23 1.120 Max. ind. Desconh. 0.048
Total 0.140

o 1.095 Max. ind. Desconh. 0.568
Hidrdlise Acida 93.05 Total 0.614
0.480 Impureza 2 2.534

Hidrélise Basica 34.63 1.787 Max. ind. Desconh. 0.070
Total 2.722

0.504 Impureza 2 0.529

Oxidacéo, 24 horas 95.07 0.414 Max. ind. Desconh. 0.282
Total 1.264

Os ensaios de degradacédo forcada a qual a substancia ativa foi sujeita demonstraram
que 0 método serve para monitorizar a estabilidade do Ativo S, pois nas amostras em que
ocorreu a degradacdo da substancia ativa, ficou provado que o método é sensivel, na detecéo e
quantificacdo das variacGes do teor de Ativo S e € seletivo para a substancia tendo em conta 0s
produtos de degradacdo detetados.

A via de degradacéo por hidrolise bésica foi onde se observou uma maior redugdo do

teor de ativo e um aumento acentuado de compostos relacionados.

4. CONCLUSAO

O método de doseamento da substéncia ativa no produto acabado de capsulas Ativo S
a 10 mg, por HPLC demonstrou ser seletivo, especifico, exato, preciso, robusto e linear na
gama de trabalho, cumprindo todos os critérios de aceitacdo e apresentando para todos 0s
parametros resultados satisfatérios.

O método para a quantificacdo de impurezas/produtos de degradacdo presentes no
produto acabado de Ativo S, por HPLC demonstrou ser seletivo, especifico, exato, preciso,
robusto e linear na gama de trabalho, cumprindo todos os critérios de aceitacdo e
apresentando para todos os parametros resultados satisfatérios.

Ambos os métodos demostraram ser adequados para monitorizar a estabilidade do
produto, tendo capacidade de detetar e quantificar quer reducdes do teor de ativo, quer o

aumento de produtos de degradacéo.
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ESTUDOS DE ESTABILIDADE
1. OBJETIVO

Um estudo de estabilidade destina-se a fundamentar a definicdo do prazo de validade
e condicdes de armazenamento de um determinado produto, sendo efetuado com lotes
industriais.

O presente estudo para o0 produto “capsulas a 10 mg de Ativo S foi efetuado com
lotes piloto (lotes de menor dimenséo), sendo apenas informativo e destinou-se a antecipar 0s
resultados do estudo de estabilidade que seré efetuado posteriormente com lotes industriais, 0
qual ird gerar resultados para o estabelecimento do prazo de validade e condicBes de
armazenamento.

Os estudos de estabilidade foram conduzidos de acordo com o estabelecido na norma
CPMP/QWP/122/02, rev. 1 — “Stability testing of existing active substances and related
finished products”.

2. LOTES INCLUIDOS NO ESTUDO

O presente programa de estabilidade contempla os resultados obtidos para trés lotes
da dosagem de 10 mg com a formulagdo escolhida para comercializacdo, designados por Lote
A, Lote B e Lote C. As capsulas foram sujeitas aos estudos de estabilidade acondicionadas em
blister constituido por : PVC 250pum + PVDC 40g/m? termoselado com Aluminio duro 20 pm
/ laca 6 g/m?, material de acondicionamento escolhido para a comercializagéo.

Também foi colocado em estabilidade um lote de produto de referéncia a 10 mg.

3. PROGRAMA DE ESTABILIDADE

A tabela 64 resume o escalonamento completo das reanlises da formulagéo teste, a

efetuar no Ambito dos estudos de estabilidade.

Tabela 64 — Escalonamento das reandlises da formulacao teste

Estabilidade Condicbes Escalonamento (meses)
Longo termo 25°C +2°C/60% HR + 5% HR 0,3,6,9,612,18,24¢e 36
Intermedia 30°C + 2°C/65% HR + 5% HR 0,3,6,9,12,18,24e 36
Acelerada 40°C + 2°C/75% HR + 5% HR 0,3e6
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4. METODO ANALITICO

As andlises efetuadas a cada tempo de estabilidade, bem como o0s respetivos
procedimentos analiticos, tiveram por referéncia os métodos analiticos adequadamente
validados, conforme descrito no método analitico de produto acabado (Anexo E).

5. ESPECIFICACOES

A tabela 65 apresenta as especificacdes definidas para as reanalises da formulacao

teste a efetuar no ambito dos estudos de estabilidade.

Tabela 65 — Tabela de especificacdes

Ensaios Especificagdes
Aspeto Cépsulas de gelatina dura de cabeca azul e corpo amarelo
Identificacéo Positiva
Massa Média MMt = 200 + 10%
Doseamento 95.0 — 105.0%
Impureza 1 <0.5%
Compostos Impureza 2 <1.0%
Relacionados Imp. desc. (Méx. ind.) <0.2%
Total de impurezas <2%
Dissolucéo Q=>80%
Humidade % @ %

@ — valor informativo

6. RESULTADOS

Os boletins de estabilidade apresentados no Anexo H, incluem os resultados obtidos
a cada tempo de analise, para cada lote sujeito ao estudo de estabilidade. Os tempos de ensaio
(0, 3, 6 meses) reportam-se ao periodo decorrido entre a entrada dos lotes em estufa (inicio) e

a data da respetiva analise.
6.1. ESTABILIDADE A LONGO TERMO

Os resultados obtidos na andlise dos lotes, decorridos 6 meses em estabilidade na
condicdo de 25°C/60%HR, demonstraram que o produto manteve-se estavel, cumprindo os
requisitos de qualidade previamente definidos para cada um dos parametros controlados a

seguir descritos.
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6.1.1. Aspeto

A tabela 66 apresenta os resultados obtidos para o ensaio do aspeto de trés lotes de
produto acabado para trés tempos de ensaio. Verifica-se que ndo ocorreu alteragdo do aspeto
inicial das capsulas.

Tabela 66 — Avaliacdo do aspeto de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

ote Tempo (meses)

0 3 6
A Conforme | Conforme | Conforme
B Conforme | Conforme | Conforme
C Conforme | Conforme | Conforme

6.1.2. Massa Média

A tabela 67 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de massa média de trés
lotes de produto acabado para trés tempos de ensaio. O produto ndo apresentou variagdes de

massa, relativamente a primeira analise, nos tempos de estabilidade controlados.

Tabela 67 — Avaliagdo da massa média (mg) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote - Tempo 3(meses) -
A 199.7 201.1 199.3
B 199.9 199.2 200.0
C 200.4 199.7 201.0
Média (mg) 200.0 | 200.0 | 200.1
SD (%) 0.36 0.98 0.85
RSD (%) 0.18 0.49 0.43

6.1.3. Humidade

A figura 48 representa a evolucdo do teor de humidade obtida para trés lotes de
produto acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 11 presente no Anexo I). Os
resultados indicaram que o teor em humidade manteve-se constante ao longo do periodo de

estabilidade controlado.
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Estabilidade em blister a 25°C / 60% HR

Humidade (%)
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Figura 48 — Evolug&o do teor de humidade (%) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

6.1.4. Doseamento

A figura 49 representa a evolucdo do teor de ativo obtida para trés lotes de produto
acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 12 presente no Anexo 1). Os valores de teor
de Ativo S demonstram que o produto manteve-se estavel. Os trés lotes evidenciaram perfis de

estabilidade semelhantes. Decorridos 6 meses de estabilidade, os valores determinados
situaram-se entre 97.8% e 99.4%.

Estabilidade em blister a 25°C / 60% HR
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102

E‘ 96
93

90

0 3 6 9
Tempo (meses)

Figura 49 — Evolugdo do teor de Ativo S (%) nas capsulas, ao longo do tempo

6.1.5. Compostos Relacionados

A figura 50 representa a evolucdo do total de impurezas obtida para os trés lotes de
produto acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 13 presente no Anexo ).
Decorridos 6 meses e para os trés lotes, o teor total de impurezas aumentou ao longo do

tempo mantendo-se, contudo, dentro dos valores especificados.
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Estabilidade em blister a 25°C / 60% HR
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Figura 50 — Evolucdo do total de impurezas (%) presentes nas capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

6.1.6. Dissolucao
A tabela 68 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de dissolucéo de trés lotes
de produto acabado, referente a trés tempos de ensaio. O produto cumpriu os requisitos de

dissolucdo previamente definidos aos tempos de estabilidade controlados, ndo sendo detetavel

alteracdo das propriedades de dissolucdo ao longo do tempo.

Tabela 68 — Avaliacdo da % de Activo S dissolvida, ao longo do tempo

Lote _ Tempo 3(meses) g

A 99 100 98
B 99 100 101
C 100 98 101
Média (%) 99 99 100
SD (%) 0.58 1.15 1.73
RSD (%) 0.58 1.16 1.73

6.2. ESTABILIDADE INTERMEDIA

Os resultados obtidos na analise dos lotes, decorridos 6 meses em estabilidade na
condicgdo de 30°C/65%HR, demonstraram que o produto estava conforme com os critérios de

qualidade pretendidos, cumprindo os requisitos para cada um dos parametros controlados.
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6.2.1. Aspeto

A tabela 69 apresenta os resultados obtidos para o ensaio do aspeto de trés lotes de
produto acabado para trés tempos de ensaio. Verifica-se que ndo foi observada alteracdo do
aspeto inicial das capsulas.

Tabela 69 — Avaliacdo do aspeto de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote - Tempo ;meses) -

A Conforme | Conforme | Conforme
B Conforme | Conforme | Conforme
C Conforme | Conforme | Conforme

6.2.2. Massa Média

A tabela 70 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de massa média de trés
lotes de produto acabado para trés tempos de ensaio. O produto ndo apresentou variagdes de

massa, relativamente a primeira analise, nos tempos de estabilidade controlados.

Tabela 70 — Avaliagdo da massa média (mg) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote - Tempo 3(meses) -
A 199.7 200.1 200.9
B 199.9 200.1 200.1
C 200.4 200.8 200.9
Média (mg) 200.0 | 200.3 | 200.6
SD (%) 0.36 0.40 0.46
RSD (%) 0.18 0.20 0.23

6.2.3. Humidade

A figura 51 representa a evolucdo do teor de humidade obtida para trés lotes de
produto acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 14 presente no Anexo I). Os
resultados demonstraram que o teor em humidade manteve-se praticamente inalterado durante
0 periodo de estabilidade controlado, com resultados muito semelhantes aos registados a
25°C.
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Estabilidade em blister a 30°C / 65% HR
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Figura 51 — Evolugdo do teor de humidade (%) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

6.2.4. Doseamento

A figura 52 representa a evolucdo do teor de ativo obtida para trés lotes de produto
acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 15 presente no Anexo 1). Os valores de teor
de Ativo S demonstram que o produto manteve-se estavel. Os trés lotes evidenciaram perfis de

estabilidade muito semelhantes. Decorridos 6 meses de estabilidade, os valores determinados
situaram-se entre 98.0% e 98.9%.

Estabilidade em blister a 30°C / 65% HR
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Figura 52 — Evolugdo do teor de Ativo S (%) nas capsulas, ao longo do tempo

6.2.5. Compostos Relacionados

A figura 53 representa a evolucdo do total de impurezas obtida para os trés lotes de
produto acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 16 presente no Anexo ).

Decorridos 6 meses e para os trés lotes, o teor total de impurezas aumentou ao longo do
tempo mantendo-se, contudo, dentro dos valores especificados.
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Estabilidade em blister a 30°C / 65% HR
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Figura 53 — Evolugdo do total de impurezas (%) presentes nas capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

6.2.6. Dissolucao

A tabela 71 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de dissolucgéo de trés lotes

de produto acabado, referente a trés tempos de ensaio. O produto cumpriu os requisitos de

dissolucdo previamente definidos aos tempos de estabilidade controlados, ndo sendo detetavel

alteracdo das propriedades de dissolucédo ao longo do tempo.

Tabela 71 — Avaliacdo da % de Ativo S dissolvida, ao longo do tempo

Lote _ Tempo 3(meses) g
A 99 102 100
B 99 100 103

C 100 99 99
Média (%) 99 100 101
SD (%) 0.58 1.53 2.08
RSD (%) 0.58 1.52 2.07

6.3. ESTABILIDADE ACELERADA

Os resultados obtidos na analise dos lotes, decorridos 6 meses em estabilidade na

condicdo de 40°C/75%HR, demonstraram que o0 produto ndo se manteve estavel e em

cumprimento com os requisitos de qualidade previamente definidos para os parametros de

dissolucdo e aspeto.
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6.3.1. Aspeto

A tabela 72 apresenta os resultados obtidos para o ensaio do aspeto de trés lotes de
produto acabado para trés tempos de ensaio. Verifica-se que ocorreu alteracdo do aspeto

inicial das cépsulas, devido a modificacdo das cores originais.

Tabela 72 — Avaliacdo do aspeto de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote - Tem;o (meses) -
A Conforme | Nao conforme | N&o conforme
B Conforme | Nao conforme | N&o conforme
C Conforme | N&o conforme | N&o conforme

6.3.2. Massa Média

A tabela 73 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de massa média de trés
lotes de produto acabado para trés tempos de ensaio. O produto ndo apresentou variagdes de

massa, relativamente a primeira analise, nos tempos de estabilidade controlados.

Tabela 73 — Avaliagdo da massa média (mg) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote - Tempo 3(meses) -
A 199.7 201.5 200.5
B 199.9 200.7 200.5
C 200.4 201.9 200.3
Média (mg) 200.0 201.4 200.4
SD (%) 0.36 0.61 0.12
RSD (%) 0.18 0.30 0.06

6.3.3. Humidade

A figura 54 representa a evolucdo do teor de humidade obtida para trés lotes de
produto acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 17 presente no Anexo I). Os
resultados demonstraram que o teor em humidade manteve-se praticamente inalterado durante
o0 periodo de estabilidade controlado, com resultados muito semelhantes aos registados a 25°C
e a 30°C.
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Estabilidade em blister a 40°C / 75% HR

Humidade (%)

0 3 G 9
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Figura 54 — Evolugdo do teor de humidade (%) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

6.3.4. Doseamento

A figura 55 representa a evolucdo do teor de ativo obtida para trés lotes de produto
acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 18 presente no Anexo I). Os valores de teor
de Ativo S sugerem que o produto manteve-se estavel. Decorridos 6 meses de estabilidade, os
valores determinados para os 3 lotes sujeitos ao ensaio situavam-se entre 97.8% e 99.9%,
cumprindo com a especificagdo definida para este ensaio.

Estabilidade em blister a 40°C / 75% HR

105

102

E 96
93

90

0 3 G 9
Tempo (meses)

Figura 55 — Evolugdo do teor de Ativo S (%) nas capsulas, ao longo do tempo

6.3.5. Compostos Relacionados

A figura 56 representa a evolucgéo do total de impurezas obtida para os trés lotes de
produto acabado, referente a trés tempos de ensaio (tabela 19 presente no Anexo ).
Decorridos 6 meses e para os trés lotes, o teor total de impurezas aumentou ao longo do

tempo cumprindo, no entanto, com a especificacdo definida para este ensaio.
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Relativamente ao produto referéncia, verificou-se igualmente um incremento no teor

total de impurezas (Anexo H).

Estabilidade em blister a 40°C / 75% HR
0.7
OQG .
0.5 )
0‘3 e
0.2
0.1 .
0.0

Total de impurezas (%)

0 3 6 9

Tempo (meses)

Figura 56 — Evolugdo do total de impurezas (%) presentes nas capsulas de Ativo S, ao longo do tempo
6.3.6. Dissolucao

A tabela 74 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de dissolucgéo de trés lotes
de produto acabado, referente a trés tempos de ensaio. O produto ndo cumpriu os requisitos de
dissolucdo previamente definidos aos tempos de estabilidade controlados.

Foi observado no decurso do ensaio que nao ocorreu a desagregacdo completa das
capsulas de gelatina, o que levou a que a substancia ativa demorasse mais tempo para ser
libertada da cépsula. Este facto podera ser devido ao facto das capsulas de gelatina terem sido
expostas as condicGes de temperatura e humidade elevadas. Este fenébmeno ocorre devido a
formacdo de uma camada fina insollvel em &gua, entre a camada exterior da capsula e a
substancia. Esta camada é formada por uma reagdo entre moléculas da gelatina, formando
uma rede insoltvel em agua através de reticulacdo. Esta reticulagdo da gelatina pode, em
certos produtos encapsulados, ter uma influéncia negativa na estabilidade do produto em
longo prazo.

O problema poderia ser contornado atraves da adi¢gdo de enzimas proteoliticas ao
meio de dissolucdo, tais como: a pepsina ao meio de dissolucdo com pH acido ou a

pancreatina ao meio de dissolu¢do com pH basico.
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Tabela 74 — Avaliacdo da % de Ativo S dissolvida, ao longo do tempo

7. CONCLUSOES

Lote - Tempo 3(meses) -

A 99 84 60

B 99 NE 66

C 100 NE 58

Média (%) 99 - 61
SD (%) 0.58 - 4.24
RSD (%) 0.58 - 6.90

Os resultados indicaram que a Ativo S é estavel quando veiculada na formulacao
desenvolvida nas condi¢bes de 25°C/60%HR e de 30°C/65%HR. Na condicdo de estabilidade

mais drastica, a 40°C/75%HR, a formulacdo em causa apresentou alteracdes ao nivel das

propriedades de dissolucéo e aspeto.

A tabela 75 resume os resultados obtidos para o teor de Ativo S e em total de

compostos relacionados, no final do periodo de estabilidade controlado (6 meses).

Tabela 75 — Resumo dos resultados de teor de ativo referentes ao periodo de estabilidade controlado

de 6 meses
Ensaio Condicbes Lote A | LoteB | LoteC | Média (n=3)

250C/60%HR | 994 | 992 | 97.8 98.8

Teor de ativo (%) 30°C/65%HR | 984 | 989 | 980 98.4
A0°C/75%HR | 99.9 | 978 | 97.9 98.5

250C/ 60%HR | 0125 | 0222 | 0242 0.196

i et Comp(zﬁ/f)‘)’s Relacionados | 500/ 6505HR | 0316 | 0318 | 0.296 0.310
40°C/ 75%HR | 0599 | 0581 | 0599 0.593

Assumindo os resultados obtidos, perspetiva-se que a forma farmacéutica “Ativo S 10

mg, capsulas”, acondicionada em blister constituido por PVC 250um + PVDC 40g/m2

termoselado com Aluminio duro 20 pm / laca 6 g/m?, cumpre os requisitos de estabilidade
pretendidos para 25°C/60%HR e 30°C/65%HR. Contudo, segundo os resultados obtidos,

poder-se-a referir que o produto ndo deve ser armazenado acima de 30°C.
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V. CONCLUSAO FINAL
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A elaboracdo deste Relatdrio Profissional demonstra que a experiéncia profissional e
formagdo continua que adquiri no meu dia-a-dia ao longo destes nove anos de vida
profissional, na execugdo das minhas tarefas na area farmacéutica, permitiram potenciar os
meus conhecimentos, capacidades e competéncias.

As atividades e responsabilidades que possuo na funcdo que desempenho, estando
integrada numa equipa de Desenvolvimento Farmacéutico, permitiu-me obter conhecimento
em diferentes metodologias e ensaios, bem como adquirir a capacidade de utilizar um variado
namero de ferramentas e adquirir competéncias na andlise e tratamento de dados.

Para a elaboracdo deste relatdrio foi escolhido um projeto de desenvolvimento de um
medicamento genérico, no qual participei em todas as suas etapas na area analitica. Este € um
processo complexo e gradual, que pode ser dividido em varias etapas. Apos a finalizacdo do
desenvolvimento farmacéutico deste medicamento genérico posso concluir que:

e A analise completa da substancia ativa demonstrou que esta estava em conformidade
com as especificacdes, cumprindo com os critérios de aceitacdo definidos;

e Foi conseguido o desenvolvimento de um medicamento genérico sob a forma
farmacéutica de cépsulas doseadas a 10 mg de Ativo S com elevada qualidade e
estabilidade;

e Foram desenvolvidos, otimizados e validados com sucesso métodos analiticos que
permitissem caracterizar qualitativa e quantitativamente a substancia ativa e 0s
compostos relacionados no produto acabado.

e A forma farmacéutica desenvolvida, acondicionada em blister constituido por PVC
250um + PVDC 40g/m2 termoselado com Aluminio duro 20 pm / laca 6 g/m?, cumpra
0s requisitos de estabilidade pretendidos para 25°C/60%HR e 30°C/65%HR.
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Tabela de selecdo de parametros a validar

Ensaio

Compostos

Solventes

Identificacdo | Doseamento limite @ | relacionados | residuais Dissolucao
Especificidade + + + + + ¥
Linearidade - + - + + +
Exatid&o - + - + + +
Repetibilidade - + - + + +
_ Precis,éq i + ) N ) .
intermédia
Limite~de i i N N . )
detecéo
Lim_it_e de~ i i ) N . ]
guantificacéo
Robustez - Opcional - Opcional Opcional -

(1) Ensaio limite de impurezas (organicas e inorganicas)

De acordo com, ICH Harmonised Tripartite Guideline: “Validation of Analythical

Procedures: Text and Methodology — Q2(R1)”, 2005.
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ANEXO B
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METODO ANALITICO DE ANALISE DA MATERIA-PRIMA

Especificactes

Ensaio Libertacao de lote
1. Aspeto P4 cristalino branco a esbranquigado
2. Solubilidade Solavel em dimetilformamida e metanol

3. Identificagéo

e Infravermelho Positiva

e HPLC Positiva
4. Ponto de fuséo 192 - 196 °C
5. pH 4.0-6.0
6. Metais pesados (Método Il - USP) <20 ppm
7. Cinzas sulfuricas <0.2%
8. Determinacdo da agua (KF) 50-7.0%
9. Doseamento — base anidra (HPLC) 98.0 - 102.0 %

10. Compostos relacionados (HPLC)
e [Impurezal
0
e Impureza 2 <05%

I . <05%
e Maximo individual impurezas .
desconhecidas <0.1%

o Total de impurezas <10%
11. Solventes residuais (GC)

. Metanol < 3000 ppm

o Eter de petroleo < 290 ppm

o Acetato de etilo <5000 ppm

e Tetrahidrofurano <720 ppm

e Tolueno <890 ppm
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Método analitico

1. Aspeto

Observe a amostra sobre uma superficie branca.

2. Solubilidade

Pese cerca de 1 g de amostra e dissolva em 20 mL de metanol. Repita o procedimento mas
dissolvendo a amostra em 10 a 30 mL de dimetilformamida. As solucBes obtidas devem ser limpidas.

Soltvel em dimetilformamida e metanol.
3. Identificagéo

3.1. Infravermelho

Trace o espectro no infravermelho da substancia ativa padrdo e amostra, em KBr sob a forma
de pastilha.

O espectro de absor¢do no infravermelho da amostra devera exibir maximos apenas no
mesmo comprimento de onda da substancia padréo preparada do mesmo modo.
3.2. Tempo de retencdo — HPLC

Os tempos de retengdo da amostra e do padrdo devem ser coincidentes nas condicGes
cromatograficas do doseamento.

4, Ponto de Fusédo

Determine o ponto de fusdo com a ajuda de um aparelho de determinacéo do ponto de fuséo.

5.pH
Dissolva 1.0 g de amostra em 100 mL de &gua e determine o pH da solu¢éo com ajuda de um

potenciémetro.

6. Metais Pesados

Solucéo Padréo

Pipete para um tubo de Nessler de 50 mL, 2.0 mL da solucdo padrdo de chumbo (20 pg de
chumbo). Dissolva e dilua com agua para 25 mL. Ajuste o pH entre 3.0 — 4.0 com &cido acético 1 N

ou hidroxido de amdnio 6 N usando papel indicador. Dilua com dgua para 40 mL e agite.
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Solucdo Amostra

Analise uma quantidade de substancia, em g, de acordo com a formula 2.0/(1000L), na qual L
é o limite dos metais pesados em percentagem.

Transfira para um cadinho a toma do ensaio. Adicione cido sulfurico suficiente para molhar a
amostra e incinere cuidadosamente. Adicione a massa carbonizada 2 mL de acido nitrico e 5 gotas de
acido sulfurico. Proceda a ignicdo cuidadosamente até que desaparecam todos os fumos brancos.

Proceda a ignicdo em mufla a 500 ° - 600 °C, até que desaparecam todos os residuos de
carvdo. Arrefeca e adicione 4 mL de acido cloridrico 6 N. Tape e proceda a digestdo em banho de
vapor durante 15 minutos. Destape e evapore lentamente em banho de agua até a secura. Humedeca o
residuo com uma gota de acido cloridrico e adicione 10 mL de &gua quente. Faca a digestdo durante 2
minutos. Adicione gota a gota hidréxido de aménio 6 N até que a solucédo fique alcalina ao papel de
tornesol. Dilua com agua para 25 mL e ajuste o pH entre 3.0 — 4.0 com &cido acético 1 N usando papel
indicador.

Filtre se necessario e lave o cadinho e o filtro com 10 mL de &gua. Junte o filtrado com a agua

da lavagem num tubo de Nessler. Dilua com agua para 40 ml e misture.
Procedimento

A cada tubo contendo respetivamente solucdo amostra e solucdo padrdo adicione 2 mL de
tampdo acetato a pH 3.5 e 1.2 mL de reagente de tioacetamida. Dilua com agua para 50 mL e misture.
Deixe repousar durante 2 minutos e observe pelo topo contra fundo branco. A cloragdo da solucéo

amostra ndo deve ser mais intensa que a coloracdo da solugdo padréo.
7. Cinzas Sulfaricas

Pese cerca de 1 g de amostra e aquega até carbonizagdo completa. Adicione 1 mL de Acido
sulfdrico e aquega até que ndo haja libertagdo de fumos brancos. Proceda a calcinagdo em mufla a
800+ 25°C até & completa incineracdo do residuo. Arrefega em exsicador e pese.

Caso o peso do residuo seja superior a 2 mg, humedecer com 1 mL de Acido sulfrico,

aquecer e incenerar. Repetir o procedimento até obter massa constante.

8. Humidade (Karl Fischer)

Pese rigorosamente cerca de 300 mg de amostra e titule com o reagente de Karl Fischer
utilizando metanol anidro como solvente.
9. Doseamento

Condicoes cromatograficas
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Sistema de cromatografia liquida de alta pressdo constituida
Equipamento por bomba, injetor, forno de coluna, detetor de UV,
autosampler e sistema de aquisicao de dados.
Thermo BDS Hypersil — C18, 4.6 x 250 mm, 5 um
Coluna
Com Pré-coluna: BDS Hypersil —C18, 10 x 4 mm, 5 um
Fase Mdvel Tampéo (NHs)H2PO4 a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)
Fluxo 1.0 mL / min
Tempo estabiliza¢éo 20 minutos
Detecéo (A) 225 nm
Volume de injegéo 20 pL
Temperatura Ambiente
Diluente Tampdo (NH4)H2PO, a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)

Tampéo di-Hidrogenofosfato de aménio

Dissolver 8.709 g de (NH,)H,PO, em 1000 mL de agua. Acertar o pH a 6.0 com Acido orto-
fosforico a 85% ou solugdo de Hidréxido de Sodio 50% (m/v).

Solucgéo Padréo

Pese rigorosamente cerca de 25 mg de padrdo de Ativo S para um baldo volumétrico de 25
mL. Adicione 15 mL de mistura diluente para dissolver e complete o volume com a mesma mistura.
Pipete 3.0 mL para baldo de 25 mL e complete o volume com diluente.

(C =120 pg/mL em Ativo S)

Solucdo amostra

Pese rigorosamente cerca de 25 mg de amostra para um baldo volumétrico de 25 mL.
Adicione 15 mL de mistura diluente para dissolver e complete o volume com a mesma mistura. Pipete
3.0 mL para baldo de 25 mL e complete o volume com diluente.

(C =120 pg/mL em Ativo S)

Adequabilidade do sistema

Injete 6 vezes a solucdo padrdo e determine o nimero de pratos teéricos, o fator de simetria e
o coeficiente de variacdo para as 6 injecoes.
Verifique se para 0s seguintes parametros cumpre com os critérios de aceitacdo:

RSD das areas e tempo de retencao (6 injecoes) <20%
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Numero de pratos tedricos (N ) > 1000
Fator de simetria (T) 08-20

Procedimento

Assim que cumpridos os parametros anteriores, injete em duplicado a solucdo padrdo e a
solucdo amostra.
Calcule o teor (expresso em base anidra), em percentagem, de Ativo S através da seguinte

formula:
Teor substancia ativa (%) = Ra X Pp x Pt x @ x100
100-H% Fdp
Pax———
100

Ra = Resposta analitica da amostra

Rp = Resposta analitica do padréo

Pp = Toma de padrdo (mg)

Pa = Toma da amostra (mQg)

H% = Humidade % de cada amostra

Pt = Teor do padrdo em Ativo S e “tal qual”, em decimais

Fda = Fator de diluicdo da amostra Fdp = Factor de diluicdo do padrédo

10. Compostos Relacionados

A quantificacdo dos compostos relacionados na matéria-prima é efetuada por cromatografia

liquida de alta pressdo (HPLC) como a seguir se descreve.

Condicoes Cromatograficas

Idénticas as descritas no ensaio de Doseamento (9).

Solucdo amostra

Pese rigorosamente cerca de 25 mg de amostra e transfira para um baldo de 25 mL. Dissolva
com 15 mL de mistura diluente e complete o volume com a mesma mistura.
(C=1000 pg/mL em Ativo S)

Adequabilidade do sistema

Injete 6 vezes a solucdo padrdo e determine 0 nimero de pratos tedricos, o fator de simetria e
o coeficiente de variagéo para as 6 injegdes.

Verifique se para 0s seguintes parametros cumpre com os critérios de aceitacdo:

RSD das areas (6 injecdes) <50%
RSD do tempo de retencéao (6 injecdes) <20%
NUmero de pratos tedricos (N ) > 1000
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Fator de simetria (T) 0.8-2.0
Procedimento

Injete em duplicado a fase movel e a solucdo amostra.
Considere apenas 0s picos secundarios que ndo surjam na analise da fase mével.

Calcule o teor, em percentagem, de compostos relacionados atravées das seguintes férmulas:
Ail
Impureza 1 (%) = A x100

Impureza 2 (%) = AA—ItZ x 100

Impurezas desconhecidas (%) = % x 100

Total de impurezas (%) = Arltt x 100

Ail = Area individual do pico da Impureza 1 na solugio amostra

Ai2 = Area individual do pico da Impureza 2 na solugio amostra

Aid = Area das impurezas desconhecidas na solugio amostra

Ait = Soma das areas de todos o0s picos de impurezas na solucdo amostra

At =Area total dos picos do cromatograma na soluc&o amostra

Os tempos de retencdo relativos deverdo ser aproximadamente de:

Composto TR (minutos) TRR
Impureza 1 8.92 0.93
Impureza 2 471 0.49

Ativo S 9.57 1.00

TR — tempo de retencdo; TRR — tempo de retencéo relativo

11. Solventes Residuais

A quantificacdo dos solventes residuais presentes na matéria-prima de Ativo S é efetuada por

cromatografia gasosa (GC) como a seguir se descreve.

Condicoes cromatogréaficas

OPTIMA 624LB
Coluna Tipo

30mx 0.32 mm x 1.8 um
Gas arraste Tipo Hélio
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Fluxo 2.2 mL/min
Injecéo Modo Headspace split
Split ratio Modo 1:10
Detetor Modo lonizag&o de chama
Temperatura injetor 140°C
Temperatura
Temperatura detetor 260 °C
Temperatura inicial 40°C
Tempo inicial 20 min
Forno Temperatura final 240°C
Velocidade 35°C / min
Tempo final 10 min
Temperatura forno 90°C
Temperatura loop 100 °C
Head-Space
Temperatura transfer
) 110°C
line
Ciclo GC: 47 min
Equilibrio amostra: 50 min.
Pressurizacdo: 0.20 min.
Tempos
Enchimento do loop: 0.10 min.
Head-Space Equilibrio do loop: 0.05 min
Injecdo: 0.50 min
Agitacdo 1 (baixa)
Volume loop 1mL
Head-space vials 20 mL

Branco

Pipete 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) para vial de head-space e sele de imediato.

Solugéo padréo
Pipete 152 pL de Metanol, 18.4 uL de Eter de Petroleo, 222.4 uL de Acetato de Etilo, 32.6

uL de Tetrahidrofurano e 41.2 pL de Tolueno para baldo volumétrico de 20 mL. Complete o volume
com DMSO.
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Pipete 1mL da solucdo anterior para baldo volumétrico de 100 mL e complete o volume com
DMSO.

Pipete 5 ml da solucdo anterior para vial de head-space e sele de imediato.
Chetanol ~ 3000 ppm relativamente & massa de amostra

Cererde petrsleo = 290 ppm relativamente @ massa de amostra

Cacetato de etite . = 5000 ppm relativamente a massa de amostra

Cretranidrofurane = 720 ppm relativamente & massa de amostra

Crolueno =~ 890 ppm relativamente a massa de amostra

Solucdo amostra

Pese rigorosamente cerca de 100 mg de amostra para vials de head-space de 20 mL e
dissolva em 5 mL de DMSO. Sele imediatamente, agite suavemente e analise segundo as condigdes
descritas nas condigdes cromatograficas.

Adequabilidade do sistema

Injetar em sextuplicado a solucéo padrdo de acordo com as condi¢des de head-space.

RSD (6 injegdes) <15.0%
Os componentes caracterizam-se por:
Composto TR (min) LD (ppm) LQ (ppm)

Metanol 2.9 200 600

Eter de Petréleo 4.0;4.9,6.1;6.8e7.7 19 58
Acetato de Etilo 10.7 333 1000
Tetrahidrofurano 11.6 48 144
Tolueno 22.7 59 178

DMSO 24.5 --- ---

TR — tempo de retencdo; LD — limite de detecdo; LQ — limite de quantificacdo
Procedimento e célculo

Depois de cumpridas as condi¢bes de adequabilidade, injete em triplicado o solvente
(dimetilsulfoxido). Verifique se ndo existem picos que co-eluam com os solventes a determinar.

Prepare a amostra em duplicado.
Injete em duplicado a solugdo amostra e a solugédo padréo.

Calcule o teor de cada solvente, em ppm, atraves da seguinte formula:

Solvente residual (ppm) = Ra Pp, P x10°
Rp Pa

Ra = Resposta do solvente na solu¢do amostra
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Rp = Resposta do solvente na solucdo padrao
Pp = Peso do solvente no vial da solu¢do padréo, em mg
Pa = Peso da amostra no vial da solugcdo amostra, em mg

P = Poténcia do padrdo, em decimais
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ANEXO C
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BOLETIM ANALITICO DE ANALISE DE MATERIA - PRIMA

Boletim Analitico

Produto: Matéria-prima de Ativo S Lote: A
Ensaio Especificacdo Doc. Ref. Resultado
1. Aspeto PG cristalino branco a quase Conforme
branco
2. Solubilidade Soltvel em
dimetilformamida e em Conforme
metanol
3. ldentificagdo
v Positiva E.P. (2.2.24) Conforme
HPLC Positiva E.P. (2.2.29) Conforme
4. Humidade Karl Fisher 5.0% - 7.0% E.P.(2.5.12) 5.28%
5. Ponto de fuséo 192°C — 196°C E.P.(2.2.14) | 193.9°C —194.2°C
6. pH 40-6.0 E.P. (2.2.3) 4.98
7. Metais pesados <20 ppm USP<231> Conforme
(met.I1)
8. Cinzas sulfaricas <0.2% E.P. (2.4.14) 0.042%
9. Doseamento (HPLC) (b.a.) 98.0% - 102.0% E.P. (2.2.29) 99.50%
10. Compostos relacionados
(HPLC)
Impureza 1 <0.5% ND
Impureza 2 <0.5% EP.(2.2.29) ND
Impurezas desc. (M. 1.) <0.1% 0.045%
Total <1.0% 0.137%
11. Solventes residuais
Metanol (GC) <3000 ppm ND
Eter de Petr6leo (GC) < 290 ppm ND
. E.P. (2.2.28)
Acetato de Etilo (GC) <5000 ppm ND
Tetrahidrofurano (GC) < 720 ppm ND
Tolueno (GC) < 890 ppm ND
Ref. Método analitico/ Versao n°: Data:

Observacodes/ Pareceres/ Opinides:

E.P.: Farmacopeia Europeia, edi¢do corrente; M.l.: M&ximo
individual; NQ: N&o quantificavel; ND: N&o detetavel
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ANEXO D
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SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA (BSC)

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BSC) € uma estrutura cientifica para a
classificacdo de substancias ativas com base na sua solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal.
De acordo com o BCS, as substancias ativas sao classificadas da seguinte forma:

e Classe 1: substancia com alta solubilidade — alta permeabilidade

o Classe 2: substancia com baixa solubilidade — alta permeabilidade

o Classe 3: substancia com alta solubilidade — baixa permeabilidade

o Classe 4: substancia com baixa solubilidade — baixa permeabilidade

A solubilidade de uma substancia ativa é determinada pela dissolucdo da maior dose unitaria
do medicamento em 250 mL de tampdo de pH ajustado entre 1.0 e 8.0. A substancia ativa é
considerada altamente soltvel quando se dissolve completamente no volume de 250 mL. As
substancias ativas de alta permeabilidade sdo geralmente as que apresentam um grau de absorcéo
superior a 90% na auséncia de instabilidade documentada no trato gastro-intestinal, ou aquelas cuja
permeabilidade foi determinada experimentalmente.

Esta classificacdo pode ser utilizada para a sele¢do das condi¢Ges do ensaio de dissolugéo in
vitro e também pode proporcionar uma base para prever a probabilidade de obtencdo de uma
correlagdo in vivo-in vitro bem sucedida.

No caso de um farmaco de classe I, a obtengdo de uma dissolugéo de 85 % em HCI 0.1 N em
15 minutos pode garantir que a biodisponibilidade do farmaco ndo é limitada pela dissolucdo. Nestas
condi¢bes o produto comporta-se como uma solucdo e em geral ndo deve apresentar problemas de
biodisponibilidade. Neste caso, 0 passo limitante da absor¢do da substancia ativa é o esvaziamento
gastrico. Se a dissolucdo é mais lenta do que o esvaziamento gastrico, é recomendado o perfil de
dissolugdo com varios pontos de colheita ao longo do tempo e em varios meios de dissolucao.

No caso de um farmaco de classe I, a dissolucdo do farmaco pode ser o passo limitante da
absorcdo da substancia ativa e uma correlaco in vitro-in vivo pode ser esperada. E recomendado o
perfil de dissolucdo com varios pontos de colheita ao longo do tempo e em varios meios de dissolucéo.

Para um farmaco de classe Ill, em algumas situacGes, verifica-se a obtencdo de uma
dissolucdo de 85 % em HCI 0.1 N em 15 minutos o que pode garantir que a biodisponibilidade do
farmaco ndo € limitada pela dissolucdo. Neste caso, a permeabilidade é o passo limitante da absorcdo e
é possivel uma correlagdo in vitro-in vivo limitada, dependendo das velocidades relativas de
dissolucdo e trénsito intestinal.

No caso de um farmaco de classe 1V, as substancias ativas apresentam problemas

significativos para a administragéo oral.
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Determinacédo da solubilidade da substancia ativa

Um dos objetivos da classificacdo BCS € a determinacdo da solubilidade de um farmaco em
condicBes de pH fisiologico. O perfil de pH-solubilidade da substancia ativa a testar deve ser
determinada a 37 = 1 ° C, em meio aquoso com um pH na gama de 1 — 7.5. Um numero suficiente de
condicdes de pH devem ser avaliadas para definir com precisdo o perfil de pH-solubilidade.

As solugdes tampdo padrdo descritas na USP sdo consideradas adequadas para utilizacdo em
estudos de solubilidade. Caso estes tampBes ndo sejam adequados devido a razdes fisicas ou quimicas,
outras solugdes tampéo podem ser utilizadas.

A classe de solubilidade deve ser determinada através do célculo do volume de meio aquoso
suficiente para dissolver a dosagem mais elevada da forma farmacéutica na gama de pH de 1 — 7.5. A
substancia ativa deve ser classificada como altamente solGvel quando a dosagem mais elevada da

forma farmacéutica é soltvel em < 250 mL de meio aquoso na gama de pH de 1 —7.5.
Meios de dissolucéo

Os ensaios de dissolucdo devem de mimetizar, o mais possivel, as condices fisiologicas que
o farmaco encontra no organismo humano, para que os resultados obtidos in vitro possam ser
correlacionados com o comportamento in vivo.

O volume do meio de dissolugdo é geralmente 500, 900 ou 1000 mL. Deve ser utilizado um
meio aquoso com um intervalo de pH entre 1.2 — 6.8 (com a mesma forga ionica dos tamp0es descritos
na USP). Por exemplo, para simular o fluido intestinal, um meio de dissolugdo de pH 6.8 deve ser
utilizado. O uso de um pH superior deve ser justificado caso-a-caso e, em geral, ndo devera exceder
pH 8.0. Para simular o fluido gastrico, um meio de dissolucdo de pH 1.2 deve ser utilizado, sem
enzimas. A necessidade da adi¢do de enzimas em meios de dissolugdo deve ser avaliada caso-a-caso e
justificada. A utilizacdo de dgua como meio de dissolugdo é desencorajado porque as condicOes de
teste, tais como o pH e a tensdo superficial pode variar dependendo da fonte de agua e pode alterar-se
durante o proprio ensaio de dissolugdo, devido a influéncia dos ingredientes ativos e inativos. Para
medicamentos insolGveis ou pouco solGveis em agua, € recomendado o uso de um tensioativo, tal
como lauril sulfato de sodio. A quantidade minima necessaria de tensioativo deve ser determinada e

justificada.
Comparacao dos perfis de dissolugéo

Um modelo simples de calculo usa o fator de diferenca (f1) e o fator de similaridade (f2) para
comparar perfis de dissolucdo.
O fator de diferenca (f1) calcula a % de diferenca entre as duas curvas em cada ponto de
colheita, sendo uma medida do erro relativo entre as duas curvas:
fl ={[Z=1"| Rt — Tt | //[Z=2" R]}*100

O fator de similaridade (f2) calcula a similaridade na % dissolvida entre duas curvas:
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2 = 50*log {[1+(1/n)Zi=1" ( Re— T )?]***100}
n = ndmero de pontos de colheita, R; = valor de dissolu¢do do produto de referéncia a um
determinado tempo de colheita t, T: = valor de dissolu¢do da formulacdo teste a um determinado

tempo de colheita t.
Nos casos em que, para 0s produtos teste e referéncia, o valor de dissolucdo €é superior a 85
% aos 15 minutos, os perfis de dissolucdo sdo considerados similares, dispensando o célculo do fator

de similaridade.

Para determinar os fatores de diferenca e similaridade:

1. Efetue os célculos de forma a obter a média (%) e 0 RSD (%) para cada um dos tempos de
colheita (por exemplo, 5 a 120 minutos), para os dois produtos e ambos devem os mesmos tempos de
colheita;

2. Utilizando os valores médios a cada tempo de colheita, determine o fl e f2;

3. As médias obtidas s6 devem ser utilizadas, se 0 RSD < 20% para os tempos de 5, 10 e 15
minutos, ou RSD < 10% para 0s restantes tempos;

4. Para os dois produtos, ndo considere mais do que um valor acima de 85%;

5. Os perfis sdo considerados similares caso se verifiquem as seguintes condicdes:
fl entre 0 — 15 e 2 entre 50 — 100.

De acordo com:

U.S. Department of Health and Human Services. FDA, CDER. (1997, August). Guidance for industry
— Dissolution testing of immediate release solid oral dosage forms.

U.S. Department of Health and Human Services. FDA, CDER. (2000, August). Guidance for industry
— Waiver of In Vivo Bioavailability and Bioequivalence Studies for Immediate-Release Solid Oral

Dosage Forms Based on a Biopharmaceutics Classification System.
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METODO ANALITICO DE ANALISE DE PRODUTO ACABADO

Especificacdes

Ensaios

Libertacdo de lote

Estabilidade

média

18em20 c MM + 10 %
20em 20 c MM + 20 %

1. Aspeto Cépsulas de gelatina dura n°2 | Capsulas de gelatina dura n°2
de cabeca azul e corpo de cabeca azul e corpo
amarelo. amarelo.
2. Identificagcdo HPLC Positiva Positiva
3. Uniformidade de massa e massa MMt = 200 mg

MMt = 200 mg + 10 %

4. Humidade (KF)

<6%

7%*1

5. Desagregagéo

< 15 minutos

6. Uniformidade de unidade de
dosagem —  Uniformidade de
Conteldo

VA (N=10):<Llou
VA (N=30): <Lle
30 em 30: > (1-L2x0,01)M
30 em 30: < (1+L2 x 0.01)M

7. Doseamento

95.0 % - 105.0 %

95.0 % - 105.0 %

8. Compostos Relacionados

Escherichia coli  Ausente

e Impurezal <05% <05%
e Impureza 2 <05% <10%
e Maximo individual <0.2% <02%
impurezas desconhecidas
e Total de impurezas <1% <29
9. Dissolucéo Q=>85% Q > 85%
10. Avaliacdo da Contaminacdo | Bactérias < 10° UFC/g
Microbiana ** Fungos < 10? UFC/g

MMt = Massa média tedrica (a assumir como valor de referéncia); MM = Massa média; Q =

guantidade dissolvida.

*1 Ensaio a efetuar apenas a titulo informativo, no ambito de estudos de estabilidade do produto

acabado.

*2 A efetuar no ambito da validacdo de processo de fabrico (trés primeiros lotes) e posteriormente de

20 em 20 lotes.
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Método analitico

1. Aspeto

Cépsulas de gelatina dura n°2 de cabeca azul e corpo amarelo.

2. Identificacdo - HPLC

O tempo de retencdo do pico principal, no cromatograma da amostra analisada no ensaio de
doseamento, deve coincidir com o obtido no cromatograma do padrdo de Ativo S, obtido nas mesmas
condigdes cromatograficas.
3. Uniformidade de massa e massa média

Proceda de acordo com a monografia 2.9.5 da Farmacopeia Europeia.

Determine a massa média (MM) usando 20 unidades.
4. Humidade (Karl Fischer)

Proceda de acordo com a monografia 2.5.12 da Farmacopeia Europeia.

Efetue o ensaio em duplicado com aproximadamente 300 mg de mistura de po.
5. Desagregacéo

Proceda de acordo com a monografia 2.9.1 da Farmacopeia Europeia.

Utilize 900 mL de HCI 0.1N como meio de desagregacdo. Efetue o ensaio com discos,
durante 15 minutos em 6 unidades. No final deste periodo, examine o estado das capsulas.

6. Uniformidade de unidades de dosagem — Uniformidade de Contetdo

Proceda de acordo com o ensaio de uniformidade de contetdo descrito na monografia 2.9.40

da Farmacopeia Europeia.

Sistema cromatogréafico

Idéntico ao descrito no ensaio de Doseamento (7).

Solucéo padrdo

Pese rigorosamente, cerca de 12.0 mg de padrdo de Ativo S e transfira para baldo volumétrico
de 100 mL. Adicione cerca de 90 mL da mistura diluente e coloque no ultrassons durante 5 min.

Complete o volume. (C = 120 ug/mL em Ativo S)

Solucdo amostra

Selecione 30 capsulas. Ao acaso, retire 10 capsulas e quantifique individualmente. Para tal,

transfira cada capsula para um baldo volumétrico de 25 mL. Adicione 15 mL da HCI 0.1N, aqueca
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numa placa de aquecimento até desagregacdo completa e leve ao ultrassons durante 10 minutos.
Complete o volume com o mesmo solvente e centrifugue a 3500 rpm durante 10 minutos.

Pipete 6 mL para um baldo volumétrico de 20 mL e complete o volume com a mistura
diluente. (C = 120 pg/mL em Ativo S)

Adequabilidade do sistema

Idéntico aos descritos no ensaio de Doseamento (7).
Procedimento

Cumprida a adequabilidade do sistema cromatogréfico, injete em duplicado 20 puL da
solugdo amostra e da solucdo padrdo.

Registe os cromatogramas e verifique a resposta em termos de area do pico principal.

Calcule o teor individual, em percentagem, de Ativo S através da formula:

fda 100
— X

Teor substancia ativa (%) = 2% x p_x P. x v
AP fdp  Td

p

Ag4 = Area do pico principal na solugio amostra

Ap= Area do pico principal na solucio padréo

Pt = Teor do padrdo em Ativo S e “tal qual”, em decimais
Pp = Peso do padrdo, em mg

fda = Fator de diluicdo da amostra (83.3)
fdp = Fator de diluicdo do padréo (100)

Td = Teor declarado no rétulo, em mg de Ativo S (10)

Calculo do valor de aceitacdo (VA) através da férmula

Requer a consulta da Tabela 2.9.40.-2. da monografia 2.9.40. da Farmacopeia Europeia.
VA=|M - X]|+ks
M = Valor de referéncia definido de acordo com o indicado na respetiva monografia da EP.
Considere o0 caso em que T <101.5.

X = Média dos doseamentos individuais
k = Constante de aceitacdo
s = Desvio padrdo entre amostras

7. Doseamento

Proceda de acordo com a monografia 2.2.29 da Farmacopeia Europeia.

Condicoes cromatograficas
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Sistema de cromatografia liquida de alta pressdo constituida
Equipamento por bomba, injetor, forno de coluna, detetor de UV,
autosampler e sistema de aquisicao de dados.
Thermo BDS Hypersil — C18, 4.6 x 250 mm, 5 um
Coluna
Com Pré-coluna: BDS Hypersil —C18, 10 x 4 mm, 5 um
Fase Mdvel Tampéo (NHs)H2PO4 a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)
Fluxo 0.9 mL / min
Tempo estabiliza¢éo 20 minutos
Detecéo (A) 225 nm
Volume de injegéo 20 pL
Temperatura Ambiente
Diluente Tampdo (NH4)H2PO, a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)

Nota: Proceda a ajustes no sistema cromatografico somente se tal se verificar necessario.

Tampéo di-Hidrogenofosfato de aménio

Dissolver 8.709 g de (NH,)H,PO, em 1000 mL de agua. Acertar o pH a 6.0 com Acido orto-

fosforico a 85% ou solugdo de Hidréxido de Sodio 50% (m/v).

Solucgéo Padréo

Pese rigorosamente, 12.0 mg de padrdo de Ativo S e transfira para baldo volumétrico de 100
mL. Adicione cerca de 90 mL da mistura diluente e cologue no ultrassons durante 5 minutos.

Complete o volume com a mistura diluente. (C = 120 ug/mL em Ativo S)

Solucdo Amostra

Determine o peso médio de 20 capsulas. Dessas 20 capsulas retire 10, pese e transfira para
um baldo volumétrico de 250 mL. Adicione cerca de 150 mL de HCI 0.1N, aqueca numa placa
até desagregacao completa e leve ao ultrassons durante 10 minutos. Complete o volume com HCI
0.1N e centrifugue a 3500 rpm durante 10 minutos.

Transfira 6 mL para um baldo volumétrico de 20 mL e complete o volume com a mistura
diluente. (C = 120 pg/mL em Ativo S)

Adequabilidade do sistema cromatografico

Proceda de acordo com a monografia 2.2.46. da Farmacopeia Europeia.
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Injete 6 vezes a solucdo padrdo, determinando a média e o RSD entre as diferentes injecdes
assim como o numero de pratos tedricos e o fator de simetria.

Devem ser cumpridas as seguintes condices:

RSD (6 injecdes) <20%

Numero de pratos tedricos (N ) > 1000

Fator de simetria ( T) 0.8-2.0
O tempo de retencdo devera ser: 10 - 12 minutos

Procedimento

Cumprida a adequabilidade do sistema cromatogréfico, injete em duplicado 20 puL da
solugdo amostra e da solucdo padrdo.
Registe os cromatogramas e verifique a resposta em termos de area do pico principal.

Calcule o teor, em percentagem, de Ativo S existente na amostra através da formula:

fda 100 P

m

x x
fdp Td P,

Teor substancia ativa (%) = % x P
p

x P, x

p

A = Area do pico principal na solugio amostra

A, = Area do pico principal na solugdo padrio

P:= Teor do padrdo em Ativo S e “tal qual”, em decimais
Pp = Peso do padréo, em mg

fda = Fator de diluicdo da amostra (833.3)

fdp = Fator de dilui¢do do padréo (100)

Td = Teor declarado no rétulo, em mg de Ativo S (10)
Pm= Peso médio das capsulas, em mg

Pam= Peso da amostra, em mg

8. Compostos Relacionados
Proceda de acordo com a monografia 2.2.29 da Farmacopeia Europeia.

Condicoes cromatogréaficas

Sistema de cromatografia liquida de alta pressdo constituida
Equipamento por bomba, injetor, forno de coluna, detetor de UV,

autosampler e sistema de aquisicdo de dados.

Thermo BDS Hypersil —C18, 4.6 x 250 mm, 5 um
Coluna
Com Pré-coluna: BDS Hypersil —C18, 10 x4 mm, 5 um

Fase Movel Tampdo (NH4)H2PO, a pH= 6.2 : Acetonitrilo (35:65)
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Fluxo 0.9 mL / min

Tempo estabilizacao 20 minutos

Detecéo (A) 225 nm

Volume de injecéo 20 pL

Temperatura Ambiente

Diluente Tampdo (NH4)H2PO, a pH= 6.2 : Acetonitrilo (35:65)

Nota: Proceda a ajustes no sistema cromatografico somente se tal se verificar necessario.

Tampéo di-Hidrogenofosfato de aménio

Dissolver 8.709 g de (NH,)H,PO, em 1000 mL de agua. Acertar o pH a 6.2 com Acido orto-
fosforico a 85% ou solugdo de Hidréxido de Sodio 50% (m/v).

Solucdo Resolucdo

1) Solucdo stock Impureza 1: Pese rigorosamente, 4.0 mg de Impureza 1 e transfira

para baldo volumétrico de 100 mL. Adicione 80 mL da mistura diluente, leve ao ultrassons
durante 5 min e complete o volume com a mistura diluente. (Cimpureza 1 = 40 pg/mL)

2) Solucéo stock Impureza 2: Pese rigorosamente, 4.0 mg de Impureza 2 e transfira

para baldo volumétrico de 100 mL. Adicione 80 mL da mistura diluente, leve ao ultrassons
durante 5 min e complete o volume com a mistura diluente. (Cimpureza2 = 40 pg/mL)

3) Solucédo stock de Ativo S: Pese rigorosamente, 4.0 mg de padrdo de Ativo S e

transfira para baldo volumétrico de 100 mL. Adicione 80 mL da mistura diluente, leve ao
ultrassons durante 5 min e complete o volume com a mistura diluente. (Cativos = 40 pg/mL)
Pipete 2.5 mL de cada solugéo stock para baldo volumétrico de 20 mL. Complete o

volume com HCI 0.1N. (Cimpureza1 = 5 Hg/mL; Cimpureza2 = 5 pg/mL; Cativos = 5 pg/mL)

Solucdo Padréo

Pese rigorosamente, cerca de 25.0 mg de padrdo de Ativo S, transfira para um baldo
volumétrico de 25 mL e adicione 20 mL da mistura diluente. Leve ao ultrassons durante 5 minutos e
complete o volume com diluente.

Pipete 2 mL da solucéo anterior para um baldo volumétrico de 100 mL e complete o volume
com HCI 0.1N.

Pipete 5 mL da solucédo anterior para um baldo volumétrico de 20 mL e complete o volume
com HCI 0.1N. (C =5 pg/mL em Ativo S)
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Solucdo amostra

Determine o peso médio da mistura de p6s de 20 cépsulas.
Pese rigorosamente o equivalente ao peso médio da mistura de p6s para um baldo de 10 mL.
Adicione 5 mL de HCI 0.1N e leve ao ultrassons durante 10 min. Complete o volume com HCI 0.1N e

centrifugue durante 5 min a 3500 rpm. (C = 1000ug/mL em Ativo S)

Adequabilidade do sistema

Proceda de acordo com a monografia 2.2.46 da Farmacopeia Europeia.

Injete uma vez a solucédo resolucdo, determinando a resolugdo e 6 vezes a solucdo padréo,
determinando a média e 0 RSD entre as diferentes injecdes assim como o nimero de pratos tedricos e
o fator de simetria.

Devem ser cumpridas as seguintes condices:

Resolucéo entre Impureza 1 e Impureza 2 >15

Resolucéo entre Ativo S e Impureza 1 >15

RSD (6 injecdes) <50%

Numero de pratos tedricos (N ) > 1000

Fator de simetria ( T) 0.8-20

O tempo de retencédo para o Ativo S e os tempos de retengdo relativos das impurezas deverdo
ser:

TR Ativo S 13 — 15 minutos

TRR Impureza 1 0.74

TRR Impureza 2 0.38

O limite de quantificacdo determinado é de 0.1% (C = 1 pg/mL) para as impurezas
conhecidas e de 0.02% (C = 0.2 g/mL) para as impurezas desconhecidas. Teores inferiores a estes

valores devem ser rejeitados na quantificagdo de qualquer composto relacionado.
Procedimento

Injete 20 uL, sequencialmente e em duplicado:
1. Solvente
2. Solucéo padrédo de Ativo S

3. Solucéo amostra
Quantificacdo
1. Quantificacio de impurezas individuais

Quantifigue individualmente os compostos relacionados identificando-os pelo TRR,

considerando apenas 0s picos secundarios que ndo surjam na analise de solvente.
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O teor das impurezas que se encontram na solucdo amostra é calculado tendo em conta a
area obtida para o Ativo S na solugdo padréo.

Calcule o teor, em percentagem, de qualquer outro pico secundario existente na amostra
atraves da seguinte férmula:

Impurezas (%) = % x Py x Pt x fda P, 100 1 334.33

X—X—X
fdp P, Td Fr 316.33

p a

A= Avrea do pico secundario existente na solugio amostra

A, = Area do pico correspondente a Ativo S na solugéo padréo
Pp = Peso do padrdo, em mg

P = Teor do padrdo em Ativo S e “tal qual”, em decimais

P. = Peso da amostra, em mg

Pm = Peso médio da mistura de pds das capsulas, em mg

fda = Fator de diluicdo da amostra (10)

fdp = Fator de diluicdo do padrdo (5000)

Td = Teor declarado no rétulo, em mg de Ativo S (10)

Fr = Fator de resposta (Fr imp1 = 1.15; Fr jmp2 = 1.10)

2. Quantificacéo do total de impurezas

Calcule o total de impurezas através da soma das impurezas quantificaveis.

9. Dissolugéo
Proceda de acordo com a monografia 2.9.3 da Farmacopeia Europeia.

Condic0es operativas

Aparelho n°l (cestos)

Velocidade de rotagdo | 50 rpm
Meio de dissolucéo HCI 0.1N / 1000 mL
Temperatura 37°+05°C

Tempo de dissolucéo 30 minutos

Condicoes cromatogréaficas

Sistema de cromatografia liquida de alta pressdo constituida
Equipamento por bomba, injetor, forno de coluna, detetor de UV,

autosampler e sistema de aquisicdo de dados.

Thermo BDS Hypersil — C18, 4.6 x 250 mm, 5 um
Coluna
Com Pré-coluna: BDS Hypersil —C18, 10 x4 mm, 5 um
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Fase Mdvel Tampéo (NHs)H2PO4 a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)
Fluxo 1.0 mL / min

Tempo estabilizacao 20 minutos

Detecéo (A) 225 nm

Volume de injecéo 50 pL

Temperatura Ambiente

Diluente Tampdo (NH4)H2PO, a pH= 6.0 : Acetonitrilo (35:65)

Nota: Proceda a ajustes no sistema cromatografico somente se tal se verificar necessario.

Tampéo di-Hidrogenofosfato de aménio

Dissolver 8.709 g de (NH4)H2PO, em 1000 mL de agua. Acertar o pH a 6.0 com Acido orto-

fosforico a 85% ou solugdo de Hidrdxido de Sodio 50% (m/v).

Solugéo padréo

Pese rigorosamente cerca de 10.0 mg de padrdo de Ativo S e transfira para baldo volumétrico

de 100 mL. Adicione 90 mL de HCI 0,1N e leve ao ultrassons durante 5 minutos. Complete o volume.
Pipete 2 mL da solugdo anterior para um baldo volumétrico de 20 mL e complete o volume.
(C =10 pg/mL de Ativo S)

Solucdo amostra

Efetuar o ensaio com 6 unidades. Decorridos 30 minutos ap6s o inicio do ensaio, retirar uma
aliquota de 5 mL de cada copo e centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos.
(C =10 pg/mL de Ativo S).

Adequabilidade do sistema

Proceda de acordo com a monografia 2.2.46 da Farmacopeia Europeia.
Injete 6 vezes a solucdo padrdo, determinando a média e 0 RSD entre as diferentes injecoes
assim como o nimero de pratos tedricos e o fator de simetria.

Devem ser cumpridas as seguintes condices:

RSD (6 injecdes) <20%
NUmero de pratos tedricos (N ) > 1000
Fator de simetria (T ) 0.8-2.0
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Procedimento

Cumprida a adequabilidade do sistema cromatogréfico, injete em duplicado 50 uL da
solucdo amostra e da solucdo padrao.
Registe os cromatogramas e verifique a resposta em termos de area do pico principal.

Calcule a % de Ativo S dissolvida, através da férmula:

% Dissolvida A Pp x fda 100 Pt x 334.33
Ap fdp ~ Td 316.33

Aa = Area do pico principal na solugio amostra

Ap = Area do pico principal na solucio padréo

Pt = Teor do padrdo em Ativo S e “tal qual”, em decimais
Pp = Peso do padrdo, em mg

fda = Fator de diluicdo da amostra (1000)

fdp = Fator de diluicdo do padrdo (1000)

Td = Teor declarado, em mg de Ativo S (10)

10. Avaliagéo da Contaminag¢édo Microbiana

Proceda de acordo com a monografia 2.6.12 e 2.6.13 da Farmacopeia Europeia.
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ANEXO F
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DESENVOLVIMENTO GALENICO

Desenvolvimento da formulacao

Propriedades fisico-quimicas e bioldgicas

Meio de dissolucdo: HCI 0.1N

Tabela F1 — Percentagem dissolvida de Ativo S ao longo do tempo em HCI 0.1N, para a formulagéo
teste e produto de referéncia

Tempo Formulagéo teste Produto referéncia
(minutos) | Mmédia (9%6) SD Média (%) SD
0 0.0 0.0 0.0 0.0

5 88.2 10.4 87.1 12.0

10 98.9 1.7 102.5 2.5

15 99.3 1.2 103.6 1.2

30 98.7 1.2 104.4 0.7

Meio de dissolucdo: tampdao fosfato 0.05M pH 4.5 (Phr. Eur.)

Tabela F2 — Percentagem dissolvida de Ativo S ao longo do tempo em tampé&o fosfato pH 4.5 (Phr.

Eur.), para a formulacéo teste e produto de referéncia

Tempo Formulagéo teste Produto referéncia
(minutos) | Media (%) SD Meédia (%) SD
0 0.0 0.0 0.0 0.0

5 75.9 13.4 80.7 14.0

10 94.3 6.1 94.9 7.8

15 98.6 13 99.6 3.6
30 99.8 13 105.3 1.9

Meio de dissolucdo: tampdo fosfato 0.05M pH 6.8 (USP)

Tabela F3 — Percentagem dissolvida de Ativo S ao longo do tempo em tampdo fosfato pH 6.8 (USP),
para a formulag&o teste e produto de referéncia

Tempo Formulagdo teste Produto referéncia
(minutos) | Media (%) | SD | Média (%) )
0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 54.3 19.6 48.4 3.9
10 61.7 14.8 60.6 2.2
15 69.0 8.9 65.5 2.8
30 75.6 1.6 711 2.8
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Selecdo do material de acondicionamento primario

Avaliacdo do ganho de peso de blisters de diferentes materiais de acondicionamento

Condicdo de armazenamento: 25°C/60%HR

Tabela F4 — Avaliagéo do ganho de peso dos blisters de diferentes materiais de acondicionamento,
para a condicdo de armazenamento a 25°C/60%HR

) Ganho de peso (%)
Tempo (dias)
PVC PVC + PVDC PVC+PCTFE
0 0.00 0.00 0.00
2 0.04 0.01 0.00
6 0.06 0.05 0.01
12 0.17 0.11 0.03
23 0.29 0.17 0.04
41 0.44 0.27 0.06
56 0.47 0.29 0.07
65 0.47 0.32 0.09

Condicdo de armazenamento: 40°C/75%HR

Tabela F5 — Avalia¢do do ganho de peso dos blisters de diferentes materiais de acondicionamento,
para a condi¢do de armazenamento a 40°C/75%HR

Tempo (dias) Ganho de peso (%)
PVC PVC + PVDC PVC+PCTFE
0 0.00 0.00 0.00
2 0.31 021 0.02
6 0.60 0.37 0.06
12 1.06 0.68 0.14
23 1.09 0.85 0.20
41 2.08 1.50 0.39
56 2.77 1.98 0.52
65 2.40 2.05 0.56
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Condicdo de armazenamento: 85%HR

Tabela F6 — Avaliagdo do ganho de peso dos blisters de diferentes materiais de acondicionamento,
para a condi¢do de armazenamento a 85%HR/TA

Ganho de peso (%)
Tempo (dias)
PVC PVC + PVDC PVC+PCTFE
0 0.00 0.00 0.00
2 0.19 0.08 0.01
6 0.44 0.21 0.04
12 0.69 0.41 0.06
23 1.04 0.45 0.08
41 1.35 0.62 0.14
56 1.47 0.69 0.16
65 1.53 0.76 0.20

Avaliacdo do teor de substancia ativa e produtos de degradacdo em diferentes materiais

de acondicionamento

Condicdo de armazenamento: 40°C/75%HR

Tabela F7 — Avaliagdo das cpsulas blisteradas em diferentes materiais de acondicionamento, para a
condicdo de armazenamento a 40°C/75%HR

PVC PVC + PVDC PVC+PCTFE
Tempo Total de Total de Total de
(dias) | Doseamento | . Doseamento | . Doseamento | .
impurezas impurezas impurezas
(%) . (%) @ (%) o
(%) (%) (%)
0 96.89 0.201 96.89 0.201 96.89 0.201
15 97.89 0.169 97.86 0.165 97.67 0.160
30 98.86 0.530 99.11 0.380 98.94 0.376
60 99.65 0.495 99.32 0.481 99.58 0.404
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Condicdo de armazenamento: 60°C

Tabela F8 — Avaliacdo das capsulas blisteradas em diferentes materiais de acondicionamento, para a
condicdo de armazenamento a 60°C/sem controlo HR

PVC PVC + PVDC PVC+PCTFE
Tempo Total de Total de Total de
(dias) Doseamento | . Doseamento | . Doseamento .
impurezas impurezas impurezas
e (%) oo (%) e (%)

0 96.89 0.201 96.89 0.201 96.89 0.201
15 92.44 0.420 97.03 0.395 98.17 0.449
30 95.05 1.060 97.12 1.000 100.21 1.110
60 95.53 0.867 94.58 1.350 96.00 1.716
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ANEXO G
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BOLETIM ANALITICO DE ANALISE DE PRODUTO ACABADO

Boletim Analitico

Produto: Céapsulas de Ativo S Lote: A
Ensaio Especificacdo Doc. Ref. Resultado
1. Aspeto Cépsulas de gelatina dura n°2
de cabeca azul e corpo Conforme
amarelo.
2. Identificacdo por HPLC Positiva Conforme
3. Uniformidade de massa e MMt = 200 mg
massa média 18em20cMM+10% | EP.(2.9.5) 199.7 mg
20em 20 c MM £+ 20 %
4. Humidade (KF) <6% E.P. (2.5.12) 5.4 %
5. Desagregacéao < 15 minutos E.P.(29.1) Conforme
6. Uniformidade de unidade de VA (N=10): < L1 ou
dosagem — Uniformidade de VA (N=30): < Lle
Contetido o P.(2.9.
“ 30em 30: > (1-L2x0.0nM | T (2:940) Conforme
30 em 30: < (1+L2 x 0.01)M
7. Doseamento E.P. (2.2.29)
95.0 % - 105.0 % 0
’ ’ E.P. (2.2.46) 100.4 %
10. Compostos relacionados
Impureza 1 <05% ND
E.P. (2.2.29)
<05%
Impureza 2 ° E.P. (2.246) <LQ
Impurezas desc. (M.1.) <0.2% 0.045%
Total <1% 0.097%
11. Dissolucéo Q > 85% E.P. (2.9.3) 99 %
Ref. Método analitico/ Verséo n°: Data:
Observacdes/ Pareceres/ Opinides:
E.P. Farmacopeia Europeia, edi¢do corrente; M.I.: M&ximo
individual; NQ: Néo quantificavel; ND: Néo detetavel; QL — limite
quantificagdo.
Compostos relacionados — LQ:
- Impureza 1e 2 - 0,1 % (1 pg/ml);
- Impurezas desconhecidas — 0,02 % (0,2 pg/ml).
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ANEXO H
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Estabilidade a longo termo: 25 °C / 60% HR
Cépsulas - Dosagem 10 mg

Lote A Lote B Lote C
Ensaios Especificagdes
Inicio 3 meses 6 meses Inicio 3 meses 6 meses Inicio 3 meses 6 meses
Cépsulas de gelatina dura n.°2
Aspeto de cabega azul e corpo amarelo Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme
Identificacéo Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Massa Média MMt = 200.0 mg £ 10% 199.7 mg 201.1 mg 199.3 mg 199.9 mg 199.2 mg 200.0 mg 200.4 mg 199.7 mg 201.0 mg
Doseamento 95.0 — 105.0% 100.4% 99.0% 99.4% 99.5% 99.4% 99.2% 97.4% 97.3% 97.8%
Impureza 1 <0.5% N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
Compostos Impureza 2 <1.0% N. Q N. Q. N. Q. N. Q N. Q. 0.115% N. Q N. Q. 0.100%
Relacionados Imp. desc. (Max. ind.) <0.2% | 0.045% 0.047% 0.049% 0.056% 0.048% 0.049% 0.047% 0.048% 0.050%
Total de impurezas <20 0.079% 0.140% 0.125% 0.086% 0.156% 0.222% 0.079% 0.144% 0.242%
Dissolucéo Q=>80% 99% 100% 98% 99% 100% 101% 100% 98% 101%
Humidade % ® 7% 5.4% 5.3% 5.5% 5.4% 5.4% 5.5% 5.4% 5.3% 5.4%
(1) — Informativo; N. E. — N&o efetuado; N. D. — N&o detetavel; N. Q. — Ndo quantificavel
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Estabilidade a longo termo: 25 °C / 60% HR

Produto de referéncia — Dosagem 10 mg

Ensaios Especificacoes Inicio 6 meses
Aspeto Cépsulas de gelatina dura de Conforme Conforme
cabeca azul e corpo amarelo
Identificacéo Positiva Positiva Positiva
Massa Média MMt = 250 + 10% 258.3 mg 256.5 mg
Doseamento 95.0 - 105.0% 103.7 mg 103.7 mg
Impureza 1 <0.5% N. Q. N. Q.
Compostos Impureza 2 <1.0% N. Q. 0.142%
Relacionados | |mp. desc. (Méax. ind.) <0.2% 0.020% N. Q.
Total de impurezas < 2% 0.020% 0.142%
Dissolucéo Q=>80% 102% 102%
Humidade % @ 7% 5.3% 5.3%

(1) - Informativo; N. E. — N&o efetuado; N. D. — Ndo detetavel; N. Q. — Nédo quantificavel
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Estabilidade intermédia: 30 °C / 65% HR
Cépsulas - Dosagem 10 mg

Lote A Lote B Lote C
Ensaios Especificagdes
Inicio 3 meses 6 meses Inicio 3 meses 6 meses Inicio 3 meses 6 meses
Cépsulas de gelatina dura n.°2
Aspeto de cabega azul e corpo amarelo Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme | Conforme
Identificacéo Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Massa Média MMt = 200.0 mg + 10% 199.7 mg 200.1 mg 200.9 mg 199.9 mg 200.1 mg 200,1 mg 200.4 mg 200.8 mg 200.9 mg
_ 0 0 0 0 99.5% 98.8% 98,9% 97.4% 97.2% 98.0%
Doseamento 95.0 — 105.0% 100.4% 99.7% 98.4%
Impureza 1 <0.5% N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
Compostos Impureza 2 <1.0% N.Q 0.108% 0.193% N.Q 0.107% 0.182% N.Q 0.105% 0.177%
Relacionados Imp. desc. (Méx. ind.) < 0.2% 0.045% 0.044% 0.045% 0.056% 0.049% 0.053% 0.047% 0.044% 0.050%
Total de impurezas <204 0.079% 0.245% 0.316% 0.086% 0.256% 0.318% 0.079% 0.250% 0.296%
Dissolucéo Q=>80% 99% 102% 100% 99% 100% 103% 100% 99% 99%
Humidade % ® 7% 5.4% 5.3% 5.5% 5.4% 53% 5.4% 5.4% 5.2% 5.4%
(1) — Informativo; N. E. — N&o efetuado; N. D. — N&o detetavel; N. Q. — Ndo quantificavel
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Estabilidade intermédia: 30 °C / 65% HR

Produto de referéncia — Dosagem 10 mg

Ensaios Especificagdes Inicio 6 meses
Aspeto Cépsulas de gelatina dura de cabeca Conforme Conforme
azul e corpo amarelo
Identificacéo Positiva Positiva Positiva
Massa Média MMt = 250 + 10% 248.3 mg 258.2 mg
Doseamento 95.0 - 105.0% 103.7% 103.0%
Impureza 1 <0.5% N. Q. N. Q.
Compostos Impureza 2 <1.0% N.Q 0.212%
Relacionados | jmp. desc. (Max. ind.) <0.2% 0.020% N.Q.
Total de impurezas < 2% 0.020% 0.212%
Dissolucéo Q>80% 102% Né&o conforme
Humidade % ® 7% 5.3% 5.3%

(1) — Informativo; N. E. — N&o efetuado; N. D. — N&o detetavel; N. Q. — Ndo quantificavel
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Estabilidade acelerada: 40 °C / 75% HR
Cépsulas - Dosagem 10 mg

Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia

Lote A Lote B Lote C
Ensaios Especificacoes
Inicio 3 meses 6 meses Inicio 3 meses 6 meses Inicio 3 meses 6 meses
Capsulas de gelatina dura n.°2 Nio Nio Nio Nio Nio Nio
Aspeto Conforme Conforme Conforme
de cabeca azul e corpo amarelo Conforme | Conforme Conforme | Conforme Conforme | Conforme
Identificacéo Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Massa Média MMt = 200.0 mg £ 10% 199.7 mg 201.5mg 200.5 mg 199.9 mg 200.7 mg 200.5 mg 200.4 mg 201.9 mg 200.3 mg
Doseamento 95.0 - 105.0% 100.4% 101.7% 99.9% 99.5% 100.6% 97.8% 97.4% 98.7% 97.9%
Impureza 1 <0.5% N. D. N. D. N. Q. N. D. N. D. N. Q. N. D. N. D. N. Q.
Compostos Impureza 2 <1.0% N. Q. 0.274% 0.476% N. Q. 0.265% 0.456% N. Q. 0.240% 0.466%
Relacionados Imp. desc. (Max. ind.) <0.2% | 0.045% 0.045% 0.043% 0.056% 0.049% 0.043% 0.047% 0.043% 0.055%
Total de impurezas < 2% 0.079% 0.422% 0.599% 0.086% 0.425% 0.581% 0.079% 0.386% 0.599%
_ 5 Néo Néo Néo Néo
Dissolucéo Q>80% 99% 99% N.E. 100% N.E.
Conforme | Conforme Conforme Conforme
Humidade % © 7% 5.4% 5.8% 5.5% 5.4% 5.6% 5.5% 5.4% 5.6% 5.6%
(1) — Informativo; N. E. — Néo efetuado; N. D. — N&o detetavel; N. Q. — N&o quantificavel
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Estabilidade acelerada: 40 °C / 75% HR

Produto de referéncia — Dosagem 10 mg

Ensaios Especificacoes Inicio 3 meses 6 meses
Aspeto Capsulas de gelatina dura de cabega Conforme N&o Conforme | Ndo Conforme
azul e corpo amarelo
Identificacéo Positiva Positiva Positiva Positiva
Massa Média MMt = 250 + 10% 258.3mg 257.4 mg 256.6 mg
Doseamento 95.0 — 105.0% 103.7% 102.3% 100.9%
Impureza 1 <0.5% N. Q. N. Q. N. Q.
Compostos Impureza 2 <1.0% N. Q. 0.499% 0.704%
Relacionados Imp. desc. (Max. ind.) <0.2% 0.020% 0.025% 0.035%
Total de impurezas <2% 0.020% 0.524% 0.739%
Dissolucéo Q>80% 102% Né&o Conforme | N&o Conforme
Humidade % @ 7% 5.3 % 5.4 % 5.4 %

(1) — Informativo; N. E. — Ndo efetuado; N. D. — Nao detetavel; N. Q. — Nao quantificavel

Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia

XL



Maria Inés Patricio
Desenvolvimento Farmacéutico de um Medicamento: Area Analitica

ANEXO I
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ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Estabilidade a longo termo: 25°C/60%HR

Tabela 11 — Avaliacdo do teor de humidade (%) de cépsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote Tempo (meses)
0 3 6

A 5.4 5.3 5.5

B 54 54 55

C 54 5.3 54
Média (%) 5.4 5.3 5.5
SD (%) 0.00 0.06 0.06
RSD (%) 0.00 1.08 1.06

Tabela 12 — Avaliacdo do teor de Ativo S (%) nas capsulas, ao longo do tempo

Lote - Tempo 3(meses) -
A 100.4 99.0 99.4
B 99.5 99.4 99.2
C 97.4 97.3 97.8
Média (%0) 99.1 98.6 98.8
SD (%) 1.54 1.12 0.87
RSD (%) 1.55 1.13 0.88
Tabela 13 — Avaliacao do total de impurezas (%) presentes nas capsulas de Ativo S, ao longo do tempo
Lote - Tempo 3(meses) -
A 0.079 0.140 0.125
B 0.086 0.156 0.222
C 0.079 0.144 0.242
Média (%0) 0.081 0.147 0.196
SD (%) 0.00 0.01 0.06
RSD (%) 4.97 5.68 31.87
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Estabilidade intermédia: 30°C/65%HR

Tabela 14 — Avaliacdo do teor de humidade (%) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote g Tempo 3(meses) -
A 54 5.3 55
B 5.3 54 5.4
C 54 5.2 5.4
Média (%) 54 5.3 5.4
SD (%) 0.06 0.10 0.06
RSD (%) 1.08 1.89 1.06

Tabela 15 — Avaliacdo do teor de Ativo S (%) nas cépsulas, ao longo do tempo

Lote - Tempo 3(meses) -
A 100.4 99.7 98.4
B 99.5 98.8 98.9
C 97.4 97.2 98.0
Média (%0) 99.1 98.6 98.4
SD (%) 1.54 1.27 0.45
RSD (%) 1.55 1.28 0.46

Tabela 16 — Avaliacdo do total de impurezas (%) presentes nas capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote g Tempo 3(meses) g
A 0.079 0.245 0.316
B 0.086 0.256 0.318
C 0.079 0.250 0.296
Média (%0) 0.081 0.250 0.310
SD (%) 0.00 0.01 0.01
RSD (%) 4.97 2.20 3.92
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Estabilidade acelerada: 40°C/75%HR

Tabela 17 — Avaliacdo do teor de humidade (%) de capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote g Tempo 3(meses) -
A 54 5.8 55
B 54 5.6 55
C 54 5.6 5.6
Média (%) 5.4 5.7 55
SD (%) 0.00 0.11 0.06
RSD (%) 0.00 1.86 1.04

Tabela 18 — Avaliacdo do teor de Ativo S (%) nas cépsulas, ao longo do tempo

Lote - Tempo 3(meses) -
A 100.4 101.7 99.9
B 99.5 100.6 97.8
C 97.4 98.7 97.9
Média (%0) 99.1 100.3 98.5
SD (%) 1.54 1.52 1.18
RSD (%) 1.55 151 1.20

Tabela 19 — Avaliacdo do total de impurezas (%) presentes nas capsulas de Ativo S, ao longo do tempo

Lote g Tempo 3(meses) g
A 0.079 0.422 0.599
B 0.086 0.425 0.581
C 0.079 0.386 0.599
Média (%0) 0.081 0.411 0.593
SD (%) 0.00 0.02 0.01
RSD (%) 4.97 5.28 1.75
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