VIRTUS IMPAVIDA
v vy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS (PPGCF)

JOSE WELLITHOM VITURINO DA SILVA

AVALIACAO DO PERFIL DE ESTABILIDADE DO MISOPROSTOL,
CARACTERIZACAO DE SEUS PRODUTOS DE DEGRADACAO E AVALIACAO
DE PERMEACAO VAGINAL IN VITRO

Recife

2023



JOSE WELLITHOM VITURINO DA SILVA

AVALIACAO DO PERFIL DE ESTABILIDADE DO MISOPROSTOL,
CARACTERIZACAO DE SEUS PRODUTOS DE DEGRADACAO E AVALIACAO
DE PERMEACAO VAGINAL IN VITRO

Exame de defesa de doutorado apresentado ao
programa de pos-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco.

Area de Concentragio: Producio e controle de
medicamentos.

Orientador: Prof. Dr. Danilo César Galindo Bedor

Recife

2023



Catalogagéo na fonte:
Bibliotecario: Aécio Oberdam, CRB4: 1895

S586a

Silva, José Wellithom Viturino da.

Avaliacdo do perfil de estabilidade do misoprostol, caracterizagdo de seus
produtos de degradacgéo e avaliagdo de permeagdo vaginal in vitro / José Wellithom —
Viturino da Silva - 2023.

156 p.

Orientador: Danilo César Galindo Bedor

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da
Saude. Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias Farmacéuticas. Recife, 2023.

Inclui referéncias.

1. Estabilidade. 2. Degradagéo forgada. 3. Misoprostol. 4. Produtos de degradacgéo.
5. Espectrometria de massas. Bedor, Danilo César Galindo (orientadora). Il. Titulo.

615 CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2023 - 276)




JOSE WELLITHOM VITURINO DA SILVA

AVALIACAO DO PERFIL DE ESTABILIDADE DO MISOPROSTOL,
CARACTERIZACAO DE SEUS PRODUTOS DE DEGRADACAO E AVALIACAO

DE PERMEACAO VAGINAL IN VITRO

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da
Salde, como requisito para a obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Farmacéuticas. Area de
concentracdo:  Produgdo e  Controle de
Medicamentos.

Aprovado em: 05/06/2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Danilo César Galindo Bedor (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Prof. Dr. José Lamartine Soares sobrinho (Examinador Interno)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Prof. Dr?, Juliana Kishishita (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Prof. Dr? Rosana Casoti (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Prof. Dr. Rodolfo Hideki Vicente Nishimura (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me fazer crer em um mundo melhor.
Aos meus pais, Antbénio e Virginia, por todo cuidado e ensinamentos acerca da vida e do mundo.
A minha esposa por seu amor, companheirismo, compreensdo e por cada palavra de incentivo.

Aos meus irmados e a minha irma por ensinarem que as diferencas as vezes sdo dificeis, porém

muitas vezes necessarias e edificadoras.

Ao meu professor e orientador Dr° Danilo César Galindo Bedor pela companhia, confianca,

ensinamentos e parcerias firmadas ao longo do meu mestrado e agora doutorado.

Ao professor Dr° Davi Pereira de Santana e a professora Leila Leal por todo trabalho em
conjunto e por todas as oportunidades apresentadas a mim e aos meus amigos do NUDFAC.

Aos meus amigos do NUDFAC que tornaram todos esses dias mais leves e por toda a

contribuicdo neste trabalho. Sem vocés seria tudo mais dificil!
A Maira e Juliana por toda contribui¢do na execucao deste trabalho.
A lzak por toda parceria desenvolvida desde o mestrado.

Ao meu professor do fundamental Cleiton Lucena que alfabetizou dezenas de criangas em uma
escola sem &gua e energia e fez muitas criancas, entre elas eu, a conhecer o caminho

transformador da educagédo. Muito obrigado!

Ao laboratério farmacéutico HEBRON pelas doa¢6es concedidas e pela parceria na realizacdo
deste projeto.

A Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, em especial a Rilvan por todo o suporte na
secretaria do PPGCF.

Ao CNPq pela bolsa concedida.
A todos que fazem o departamento de Ciéncias Farmacéuticas.

A universidade Federal de Pernambuco e ao contribuinte brasileiro.



RESUMO

O misoprostol (MSP) € um analogo sintético da prostaglandina E1 e foi inicialmente utilizado
na prevencdo de Ulceras gastricas induzidas por anti-inflamatorios ndo esteroidais. No Brasil, 0
MSP esta disponivel na forma de comprimido vaginal e tem uso bem estabelecido, apesar de
varios autores discutirem problemas biofarmacéuticos para a via de administracdo vaginal e
também relacionados a estabilidade destas formulagcdes. Assim, este trabalho teve como
objetivo realizar estudo de degradacdo forcada do MSP IFA, comprimidos e seu respectivo
placebo, seguindo diretrizes nacionais e internacionais para conducéo dos testes e validacéo da
metodologia que utilizou como técnica de quantificacdo a CLAE. O método foi aplicado em
estudos de cinética de degradacdo e de permeacdo vaginal in vitro utilizando mucosa vaginal
suina. Além disso, foi desenvolvido método LC-MS/TOF que foi utilizado como ferramenta na
identificacdo dos produtos de degradacdo gerados. As amostras de IFA apresentaram
degradacdo em todas as condicOes de estresse avaliadas, especialmente nas condicdes de acidez
e alcalinidade. As amostras de comprimido apresentaram degradagdo em todas as condicdes de
estresse, exceto no calor umido. O método indicativo de estabilidade apresentou seletividade,
linearidade, precisao e exatiddo de acordo com a RDC 166 de 2017. As cinéticas de degradacédo
revelaram modelos cinéticos com valores de coeficiente de correlacdo pouco distintos. A
permeacao in vitro trouxe como principal achado a informacao de que o MSP em sua forma
esterificada ndo foi capaz de permear a mucosa e que passa por um prévio processo de
degradacdo para que seja detectado algum componente no liquido receptor. O espectro de
massas do MSP obtivo por ESI em modo positivo evidenciou a formacdo de aduto de sodio
[M+ Na] + e sinal de m/z 405.2612 como pico base. Foram identificados também como
produtos de degradacdo (PD) as formas A e B do MSP, bem como 0 12 e 0 8 EPI MSP. Além
disso, foram encontrados PDs ainda ndo descritos na literatura. Dessa forma foi possivel
conhecer melhor os aspectos envolvidos na estabilidade e decaimento do teor do MSP, propor
estruturas para os produtos de degradacdo gerados, aléem de aspectos relacionados ao processo

de passagem deste farmaco em meio vaginal.

Palavras-Chave: estabilidade; degradagdo forgada; misoprostol; produtos de degradacéo;

permeacao vaginal; espectrometria de massas.



ABSTRACT

Misoprostol (MSP) is a synthetic analog of prostaglandin E1 initially used in the prevention of
gastric ulcers induced by non-steroidal anti-inflammatory drugs. In Brazil, MSP is available in
the form of vaginal tablets and has a well-established use, although several authors have
discussed biopharmaceutical issues regarding vaginal administration and formulation stability.
Therefore, this study aimed to perform a forced degradation study of MSP active
pharmaceutical ingredient (API), tablets, and their respective placebos, according to national
and international guidelines for testing and methodology validation, using high-performance
liquid chromatography (HPLC) as the quantification technique. The method was applied in
degradation kinetics and in vitro vaginal permeation studies using porcine vaginal mucosa.
Additionally, an LC-MS/TOF method was developed and used as a tool for the identification
of degradation products generated. The APl samples showed degradation under all evaluated
stress conditions, especially under acidic and alkaline conditions. The tablet samples showed
degradation under all stress conditions except under humid heat. The stability-indicating
method demonstrated selectivity, linearity, precision, and accuracy according to RDC
166/2017. The degradation kinetics revealed kinetic models with slightly distinct correlation
coefficient values. The in vitro permeation study found that the esterified form of MSP was not
able to permeate the mucosa and required prior degradation for any component to be detected
in the receptor fluid. The mass spectrum of MSP obtained by electrospray ionization (ESI) in
positive mode revealed the formation of a sodium adduct [M+Na]+ and a base peak at m/z
405.2612. Degradation products identified included forms A and B of MSP, as well 12- and 8-
EPI MSP. Furthermore, previously unreported degradation products were found. This study
provided a better understanding of the stability and degradation of MSP, proposed structures
for the generated degradation products, and shed light on aspects related to the drug's vaginal

passage process.

Keywords: stability; forced degradation; misoprostol; degradation products; vaginal

permeation; mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, 0 misoprostol (MSP) esta disponivel na forma de comprimido vaginal e tem
indicagdo clinica para inducdo do aborto, esvaziamento uterino por morte embrionaria ou fetal
e inducdo de trabalho de parto. Por esse motivo sua venda € restrita a estabelecimentos
hospitalares devidamente cadastrados e credenciados junto a autoridade sanitaria, tendo em
vista as questBes legais acerca de seu uso. Além disso, estudos brasileiros na area da salde
publica demonstram que o MSP é o principal meio para induzir aborto terapéutico no pais
(BRASIL, 1998; BRASIL, 2013).

A via de administracdo do MSP para obtencao de suas aplicacdes obstetricias tem sido
discutida, porém ainda ndo ha um consenso sobre qual via é a mais adequada. Além disso, ndo
hd uma discussdo abrangente que avalie a influéncia das diferentes formulacdes
comercialmente disponiveis na eficacia geral do medicamento, mesmo havendo relatos da falta
de gualidade dessas formulacgdes, principalmente os relacionados a estabilidade (WING et al.,
1995; ELUL, et al, 1999; SHELDON, et al, 2012; WEEKS; NAVARATNAM; ALFIREVIC,
2017).

Naturalmente o insumo farmacéutico ativo (IFA) do MSP se apresenta como um liquido
oleoso e formulado como uma dispersdo 1:100 (m/m) em hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).
Sugere-se que o farmaco molecularmente disperso em HPMC apresenta maior estabilidade
quando comparado a forma de 6leo puro e apresenta minima taxa de degradacdo quando
exposto a baixos niveis de umidade (CARARLI; CATALANO, 1990).

No entanto, condi¢Ges menos brandas de temperatura e umidade podem estar associadas
aos processos de degradacdo da molécula do farmaco e eventualmente levar a formacéo de
produtos de degradacao (PD), mesmo durante o prazo de validade. Assim, métodos indicativos
de estabilidade (MIE) devem ser desenvolvidos para que se possa quantificar o MSP, com
seletividade, na presenca de seus PDs (DAJANI et al., 1976; BRASIL, 2015).

Normalmente, o desenvolvimento destas metodologias € subsidiado pelos estudos de
degradacéo forcada que tém a finalidade de acelerar os processos degradativos e evidenciar o
perfil de degradag&o potencial de um determinado farmaco. Além disso, estudos de degradacédo
forcada permitem uma profunda avaliacdo para aprimoramento da estabilidade em produtos
farmacéuticos e dessa forma, atuam de forma complementar na investigagdo da qualidade,
seguranca e eficacia em medicamentos (SRIVASTAVA, KUMAR, 2017).

Na literatura sdo escassos os relatos de MIE com aplicacdo para o0 MSP e € notdria a

auséncia de avaliagdo de algumas condig¢des preconizadas nos estudos de degradacéo forcada,
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como a exposicdo a luz (KAHSAY et al.,2015). Pardmetros especificos para avaliagdo da
qualidade destas metodologias, a exemplo do balanco de massas, ndo sdo abordados.
Investigacdes utilizando técnicas de caracterizagdo, como a espectrometria de massas também
estdo ausentes (CARR et al, 2012).

Dessa forma este presente trabalho traz uma avaliagdo do perfil de estabilidade do MSP
em diferentes condicdes de estresse com a finalidade de conhecer melhor 0 comportamento
deste farmaco frente a estas condi¢6es, bem como a aplicacdo da espectrometria de massas na
caracterizagcdo dos produtos de degradacdo gerados. Traz-se ainda uma investigagéo do seu
perfil de permeagdo em estudo in vitro.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. O MISOPROSTOL
2.1.1. Propriedades fisico-quimicas do MSP

O MSP é um liquido viscoso de coloracdo amarelada, apresenta peso molecular de 382
g/mol e formula molecular representada por C22HssOs. Em relagéo a sua estrutura (figura 1)
quimica pode ser descrito como um éster metilico. Da regido central da molécula, de onde
partem as cadeias laterais, é constituida por um anel ciclopentano que apresenta um grupo
cetona e hidroxila. A cadeia lateral superior, com grupamento éster metilico terminal,
normalmente é referida como cadeia alfa, enquanto a cadeia lateral inferior é denominada de
Oomega, devido a presenca de ligacdes duplas em C-13,14. Além disso, esta cadeia apresenta
grupamento metil e hidroxila em sua estrutura no carbono 16 (COLLINS; PAPPO; DIJANE,
1985; PUBCHEN, 2021). No quadro 1 (um) temos a descricdo de algumas caracteristicas fisico-

quimicas do MSP, que podem nortear a conducao de diferentes ensaios com a molécula.

Figura 1. Estrutura quimica do Misoprostol.
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Fonte: Software ChenDraw Ultra.

Esta configuracdo estrutural é comum a todas as prostaglandinas, que possuem inclusive
amesma estereoquimica, exceto no caso da prostaglandina E2, que apresenta uma ligacéo dupla
adicional na posicdo C-5,4. Além disso, o anel ciclopentano pode apresentar outros sistemas de
distribuicdo chamados de “A” e “B” e estdo descritas na farmacopeia americana COMO
impurezas do MSP a serem monitoradas no teste de impurezas organicas (COLLINS; PAPPO;
DIJANE, 1985; USP, 2019).
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Quadro 1. Propriedades fisico-quimicas do MSP.

Propriedade fisico-quimica Valores correspondentes
Coeficiente de Lipofilicidade (Log de P) 3,84
Ponto de fuséo 296°C
Massa exata 382,2719
Solubilidade em agua 1.64e-02 g/L

Fonte: O autor a partir de dados disponiveis no Pubchen, 2021.

Figura 2. Representacdo das estruturas quimicas das impurezas do MSP.
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Fonte: Pubchen, 2021.

A formacdo da impureza A normalmente estd associada a reagfes de eliminacdo do
grupamento 11-hidroxil do anel ciclopentano e esta susceptivel a reagdes de isomerizacéo que
levam a formacdo da impureza B. Além das impurezas A e B, 0 MSP também apresenta como
impureza o 8-epi-misoprostol (8-epi-MSP), formado por inversdo da cadeia lateral superior e 0
12-epi-misoprostol pela inversdo da cadeia lateral inferior (12-epi-MSP) (Figura 2) (HAGEN
et al.,2020).

Tais reacdes e a consequente formacdo de impurezas do MSP ocorrem naturalmente
quando o farmaco esta a temperatura ambiente e principalmente em areas de maior umidade,

tornando o farmaco muito instavel as condi¢cbes normais de armazenamento. Para sanar este
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problema, um grupo de pesquisa da industria farmacéutica Searle, desenvolveu uma dispersédo
de 1% em HPMC, que tornou possivel a sua producdo e armazenamento em temperatura
ambiente (SANVORDEKER, 1981; KARARLI et al., 1990).

Porém, mesmo na forma de dispersdo, o MSP tem apresentado relatos de falta de
estabilidade. Kararli et al (1990) demonstraram que a degradacéo do MSP na dispersdo aumenta
de forma drastica quando o conteldo de dgua da preparacdo excede 2%, recomendando uma
protecdo cuidadosa principalmente contra valores elevados de umidade. 1sso tem limitado o
desenvolvimento de formas farmacéuticas alternativas e, fisiologicamente, mais adequadas para
administracdo do MSP pela via vaginal, como géis ou cremes (CARLAN, BOULDIN,
O’BRIEN, 1997).

2.1.2. Farmacocinética e farmacodinamica

O MSP é um anéalogo sintético da prostaglandina E1 e seus efeitos antiulcerogénicos
estdo relacionados a diminuicdo dos niveis de AMPc (monofosfato ciclico de adenosina)
intracelular nas células parietais, 0 que diminui a atividade da bomba de protons dependente de
ATP (trifosfato de adenosina), promovendo prejuizo na troca de H* e K* e a consequente
reducdo do pH estomacal. Além disso, o uso do MSP estd associado a um estimulo da secrecéo
de mucina, bicarbonato e aumento do fluxo sanguineo de mucosa, aumentando seus efeitos
citoprotetores. Ja seus usos na obstetricia ttm se justificado por sua estimulacdo da
contratilidade da mucosa uterina e pelo impacto no amolecimento do colo do Utero,
principalmente por meio de sua capacidade de degradar o coldgeno no estroma do tecido
conjuntivo (TANG, GEMZELL-DANIELSSON, 2007; BRUNTON; HILAL-DANDAN;
KNOLLMANN, 2018).

Quando administrado por via oral, 0 MSP é quase completamente absorvido no trato
gastrointestinal e atinge pico de concentracdo em cerca de 30 minutos. Além disso, 0 MSP sofre
extenso efeito de primeira passagem, onde é possivel observar a conversdo para sua forma
acida, principal metabolito ativo. Metabdlitos inativos dinor e tetranor formados a partir do
metabdlito ativo também sdo observados (KARIN, 1987).

A via vaginal tem sido extensivamente utilizada quando finalidades obstetricias séo
requeridas. Zieman et al. (1987), realizou o primeiro estudo de farmacocinética utilizando a via
vaginal para 0 MSP e observou que a concentragdo plasmatica aumenta gradualmente até atingir

pico serico entre 70 e 80 minutos.
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El-Refaey et al. (1995), realizaram estudo clinico para comparar a taxa de abortamento
do MSP e puderam observar que sua eficacia quando administrado pela via vaginal mostrou-se
superior quando comparado com a administracéo pela via oral. Além disso, puderam constatar
que os efeitos colaterais como nauseas, vomitos, diarreia, tonturas e dor de cabeca estiveram
mais presentes quando houve o uso oral.

No entanto, a via vaginal pode apresentar diversos fatores que podem interferir
diretamente na quantidade de farmaco permeada. Entre estes, a quantidade de sangramento
durante o abortamento, variag¢@es individuais na quantidade e no pH do liquido vaginal sdo os
que merecem maior destaque. Relatos clinicos demonstram a presenca de porcdes dos
comprimidos intactos, mesmo em muitas horas apds a administracdo, demonstrando que
absorcdo pode ser variavel e incompleta. Além disso, a administracdo vaginal pode parecer
inconveniente para muitas mulheres que podem preferir a via oral, como forma de garantia da
privacidade (HO; NGAY, LIW, 1997; TANG; SCHWEER; SEYBERTH, 2002; TANG;
GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).

Alfirevic (2006) realizou revisao sistematica e pode observar que a via vaginal parecer
ser a mais adequada para inducdo de aborto. Apesar disso, 0 autor discute que a maior parte dos
estudos clinicos que utilizam MSP por via oral fazem a administragdo de doses de 50 mcg e
que doses superiores estariam diretamente ligadas a uma maior taxa de abortamentos ou
nascimentos bem-sucedidos, a depender do objetivo de uso. O autor conclui o trabalho deixando
claro que néo foi possivel obter resultados conclusivos sobre a seguranca de uso do MSP pela
via para inducdo de parto ou aborto e sugere que mais estudos sejam realizados.

Além destas, as vias sublingual e bucal sdo apresentadas como rotas alternativas para
administracdo do MSP (BAKKER, PIERCE, MYERS, 2017). Tang et al. (2002), conseguiram
mostrar que o pico plasmatico e a biodisponibilidade de MSP administrado sublingual foi
estatisticamente superior a via oral e vaginal. Tais achados poderiam ser explicados pela alta
vascularizagdo da lingua, pH menos 4cido da cavidade bucal, além da eliminagdo do efeito de
primeira passagem observado pela administracdo oral. A comparagdo da concentracdo
plasmatica obtida através das vias oral, vaginal e sublingual podem ser observadas na figura 3.

Em estudos semelhante, Meckstroth et al. (2006), obtiveram pico de concentracdo
plasmética em cerca de 60 minutos apds administracdo bucal que apresentou biodisponibilidade

inferior comparado a via oral e vaginal e superior quando comparado a via retal.
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Figura 3. Concentracdo plasmatica de MSP acido obtido através das vias oral, vaginal e

sublingual. Legenda: Concentracdo em pg/mL.
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Fonte: adaptado de Tang et al., 2002.

A via retal também tem sido proposta com finalidades obstetricias (DIAB; RAMY;
YEHIA, 1999; LOKUGAMAGE et al., 2001) principalmente nos casos de amniorrexe
prematura, onde ocorre ruptura da membrana amnioticas antes do inicio de trabalho de parto e
em casos de hemorragias associadas. No caso da amniorrexe prematura, a via vaginal parece
nédo ser a mais adequada dados os riscos do desenvolvimento de infec¢Ges devido a aplicacdo
do comprimido, o que poderia estar associado com uma maior taxa de corioamnionite e sepse
neonatal (ARCANJO et al., 2003).

Em avaliagcdo farmacocinética realizada por Khan, El-Refaey (2003), foi observado que
a quantidade total de MSP absorvido pela via retal foi superior a via oral. Além disso, o inicio
da reducdo da concentracdo para aquela via aconteceu mais tardiamente comparado com a
administracdo por via oral. O pico de concentracdo para via retal foi inferior e ocorreu cerca de
23 minutos ap6s obtencdo do Cmax para via oral. Tais achados foram correlacionados com

menores taxas de efeitos adversos, como por exemplo a presenca de tremores.

2.1.3. Usos clinicos

O MSP foi sintetizado pela primeira vez em 1976 pela empresa GD Searle onde recebeu
a identificacdo CS-29333 e posteriormente foi registrado como cytotec® para prevencao de
Ulceras gastricas associadas ao uso de anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES) (DAJANI et
al., 1976). O MSP é listado como medicamento essencial na lista da OMS devido a seus usos
off-label na area obstetricia onde é empregado no aborto médico eletivo, amadurecimento
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cervical antes do aborto cirurgico, evacuacao do Utero em casos de morte embrionéria ou fetal
e inducdo de trabalho de parto. Alem disso, alguns estudos tém demostrado a eficAcia do MSP
na prevencao e tratamento de hemorragia pos-parto (ELUL, et al, 1999; SHELDON, et al,
2012).

Estas duas Gltimas indicaces apesar de serem relatadas na prética clinica e de terem
sido observados resultados terapéuticos satisfatorios ndo possuem aprovacdo pelo FDA. A
empresa detentora do registro do cytotec® publicou no ano 2000 um comunicado as autoridades
médicas da area de obstetricia para recomendar o ndo uso de MSP em mulheres gravidas, pois
0 Seu Uuso nestas pacientes estaria associado ao surgimento de severos eventos adversos.
Inclusive, a bula do medicamento traz um alerta sobre usos off-label em mulheres gravidas e
descreve a possibilidade ocorréncia de parto prematuro, ruptura de Gtero e possibilidade de
malformagdo em fetos que tiveram aborto incompleto (GOLDBERG, GREENBERG,
DARNEY, 2001).

Partindo do mesmo ponto de vista, a Agéncia Nacional de Seguranca de Medicamentos
e de Produtos de Satude (ANSM) emitiu alertas sobre os riscos ginecoldgicos do Cytotec® em
2005 e 2013. Autoridade Nacional Francesa para a Satde, um 6rgéo consultivo independente
sobre regulamentacéo de saude, emitiu recomendac6es em linhas semelhantes em 2008 e 2015.
Tais discussoes levaram a Pfizer, atual detentora do registro do cytotec®, a descontinuar a
venda deste medicamento na Franca desde 2018 (CASASSUS, 2017).

No Brasil, o cytotec comecou a ser comercializado em 1984 e ganhou espago por esses
usos off-label. O medicamento esteve presente em farméacias e drogarias até 1991, onde era
comercializado sem restrigdes, quando comecgou a ser aviado somente com retencao de receita
médica. Em 1998, com o langamento da portaria 344, o MSP passa a integrar a lista C1 (outras
substancias sujeitas a controle especial) deste regulamento técnico e tem uso restrito a
estabelecimentos hospitalares devidamente cadastrados e credenciados junto a autoridade
sanitaria competente (BRASIL, 1998; MENGUE, DAL P1ZZOL, 2008). A tabela 1 traz um
resumo sobre medicamentos de referéncia registados pela ANVISA e FDA a base de MSP.

Em 2005 o cytotec ndo teve seu registro renovado, foi retirado do mercado no Brasil e
sua comercializacdo passou a ser considerada crime hediondo, apesar de relatos de vendas de
forma ilegal em sites clandestinos. De forma paralela, em 2001, o INFAN INDUSTRIA
QUIMICA FARMACEUTICA NACIONAL S/A recebe da ANVISA a aprovagéo de registro
de novo medicamento com nome comercial Prostokos® cujos usos recomendados séo a indugéo
do aborto, esvaziamento uterino por morte embrionaria ou fetal e inducéo de trabalho de parto
(BRASIL, 2021).
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Tabela 1. Medicamentos referéncia a base de MSP com registros no Brasil e nos Estados

Unidos da América.

Agéncia Apresentacéao - IndicacOes Nome
regulatéria dosagem comercial
ANVISA Comprimido vaginal | Interrupcdo da gravidez, em gestacOes a | Prostokos®

- 25,100 e 200 mcg. | termo ou proximas ao termo e na indugao
de parto com feto morto antes das 30
semanas, em caso de aborto legal.
FDA Comprimido Reducdo do risco de Ulceras géstricas | Cytotec®
oral/100 e 200 mcg. | induzidas por AINE em pacientes com
alto risco de complicagbes de ulcera
gastrica.
FDA Comprimido  oral/ | Tratamento de sinais e sintomas de | Arthrotec®
200 mcg (associacdo | osteoartrite ou artrite reumatdide em
com diclofenaco 50 e | pacientes com alto risco de desenvolver
75 mg de | Ulceras gastricas e duodenais induzida
diclofenaco). por AINE.

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2015.

Como pode ser observado na tabela 1 o Prostokos® é atualmente o Unico medicamento
a base de MSP com registro valido no pais, seus usos sdo estritos na obstetricia e com via de
administracdo vaginal indicada, diferentemente do cytotec® que apresentava via de
administracdo oral. Entre os genéricos com aprovacao pela FDA para o cytotec® temos apenas
1 (um) exemplar (NOVEL LABS INC) e para o Arthrotec® ha 4 (quatro) medicamentos
disponiveis (SANDOZ, ACTAVIS LABS FL INC, AMNEAL PHARMS e YUNG SHIN
PHARM).

Apoiando os usos off-label, Goldberg et al. (2001), identificaram mais de 200 estudos
envolvendo 16000 mulheres e traz em suas conclusdes que o MSP € um dos medicamentos
mais importantes na pratica obstétrica. Além disso, como ja citado anteriormente, a OMS e
outras entidades importantes como a sociedade Canadense de Obstetras e Ginecologistas
aprovam tais usos (LEDUC et al., 2013). No Brasil, 0 MSP esta listado como medicamento do
componente basico da assisténcia farmacéutica na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais, nas dosagens de 25 e 200 mcg. Tendo estes usos recomendados no pais, o Ministério
da Saude (MS) publicou protocolo clinico com indica¢Ges obstréticas, como é trazido no quadro
2 (BRASIL, 2012; BRASIL, 2020).
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Quadro 2. Protocolo do Ministério da Saude para uso do MSP.

Indicacao

Idade gestacional

Posologia/Via de administracao

Aborto legal ou 6bito
fetal

13 a 17 semanas

1 comprimido de 200mcg, via vaginal, cada
6 horas (4 doses).

Aborto legal ou 6bito
fetal

18 a 26 semanas

1 comprimido de 100mcg, via vaginal, a
cada 6 horas (4 doses).

Esvaziamento uterino
por 6bito fetal

30 trimestre
gestacional

12 opcdo: 1 comprimido de 25 mcg, via
vaginal, e repetir a dose, se necessario, apos
6 horas.

3° trimestre
gestacional

2% opcdo: 2 comprimidos de 25mcg, via
vaginal, de 6/6 horas até 4 doses. Nao usar
mais de 50 mcg por vez.

Inducéo do parto com
feto vivo

Gestacdo a termo ou
pré-termo.

1 comprimido de 25mcg, via vaginal, a cada
6 horas. E recomendado utilizar as doses
durante o dia (7, 13 e 19 horas). Se néo
houver resultado, repetir as doses no dia
seguinte.

Amolecimento de
colo uterino prévio a
AMIU ou curetagem

N/A

2 comprimidos de 200mcg (400mcg), via
vaginal, 3 a 4 horas antes do procedimento.

Fonte: Adaptado de BRASIL,2014.

Apesar de existir protocolos clinicos, inclusive de instituicdes como a OMS, na pratica

tem sido relatado a falta de padronizagédo de uso do MSP em relacéo a dose a ser administrada,

concentragBes maximas, intervalos de administracéo, via de administragao e até mesmo preparo

do medicamento antes do uso. A auséncia de comprimidos de baixa dosagem em alguns paises

contribui com o agravamento dos problemas de uso, pois tem levado alguns profissionais de

salde a buscar alternativas como a cisdo de comprimidos, que tém aspecto notavelmente

quebradico, e preparo de soluces através da dissolugdo dos comprimidos, até mesmo,

utilizando &gua de torneira. Estes desafios demostram a necessidade de maiores esforgos de

autoridades sanitarias na discussdo ndo apenas das questdes legais de uso do MSP, mas também

das recomendacbes de uso para os casos ja resguardados (WEEKS, NAVARATNAM,

ALFIREVIC, 2017).

2.2.

ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA
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Os testes de degradagdo forcada ou teste de estresse séo realizados essencialmente para
o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade, mas também para a obtencdo de
informacdes sobre rotas de degradacdo e produtos de degradacdo que podem ser formados
durante o prazo de validade, para otimizagdo de formulagdes, de embalagens e de etapas de
producdo onde o comportamento quimico de moléculas possa ser utilizado para aprimoramento
de medicamentos (REYNOLDS et al., 2002).

Na realizacdo destes testes deve-se submeter o IFA, produto acabado e placebo a
condigdes superiores aquelas na qual estariam submetidas nos testes de estabilidade acelerada.
Assim, devem ser utilizadas condicbes de temperatura e umidade acima de
40°C+2°C/75%UR+5%UR, respectivamente. Além disso, condi¢des de oxidacdo, hidrolises
com catalise &cida e basica e exposi¢do a luminosidade, tém sido preconizadas (SINGH et al.,
2013; BRASIL, 2015; BRASIL, 2019).

No Brasil, os estudos de degradagéo for¢ada tém sido requeridos e regulamentados pela
RDC 53 de 2015 que trazem os parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de
produtos de degradacdo em medicamentos com substancias ativas sintéticas e semissintéticas,
classificados como novos, genéricos e similares e pelo guia numero 4 de 2015, que tem como
objetivo expor a opinido da ANISA e demonstrar o melhor entendimento para o cumprimento
da RDC 53 de 2015 (BRASIL, 2015 a, BRASIL, 2015 b).

Desde que a Internacional Conference on Armonization (ICH), publicou o seu primeiro
guia para degradacédo forcada em 1993, estes estudos passaram por uma ampla discussédo no
que se refere os objetivos dos testes, na montagem de protocolos e mais ainda para resolucéo
de situacOes nédo prevista em guias oficiais (ICH, 1993; BLESSY et al., 2014).

Entre estas discussdes esta o percentual de degradacdo mais adequado a ser obtido nestas
avaliacoes. A OMS em seu guia para realizacdo dos testes de estresse recomenda que a
degradacdo obtida nas condicBes experimentais esteja entre 10-30% em relacdo ao teor da
amostra padréo. Blessy et al. (2014), publicou uma revisdo da literatura que traz recomendagdes
para realizacdo de estudos de degradacdo forcada, desenvolvimento e validacdo de MIE, e
considera que um percentual de degradacdo entre 10-20% parece ser mais adequado. Ja a
legislacdo brasileira determina que os testes devem levar a uma degradacgéo do teor da amostra
maior que 10% e inferior aquela que levaria a perda de 100% do sinal analitico do composto de
interesse (OMS, 2009; BRASIL, 2015).

Embora possam ser encontradas pequenas variagdes no que se refere a estes percentuais,
muitos autores tém recomendado uma degradacdo idealmente proxima a 10%, onde ha maior

seguranca de ndo formacdo de produtos de degradacdo secundarios. Pois, isso poderia
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comprometer o entendimento do comportamento de decomposicdo dos diferentes farmacos,
além de possibilitar interferéncias na qualidade final de um MIE, a exemplo da dificuldade na
avaliacdo do balanco de massas (ROGE; 2013).

Algo importante para ser lembrado é que 10% de degradacéo sera atingido em diferentes
tempos de exposicdo, uma vez que o decaimento do teor esta diretamente ligado a
susceptibilidade de uma determinada molécula a uma dada condicdo de estresse. Nos casos
onde o farmaco de interesse mostra-se altamente susceptivel a condicdo de degradacdo, sera
necessario submeter as amostras por intervalos de tempo curtos e utilizar condi¢@es de estresse
mais brandas (NGWA, 2010; RAVISANKAR, 2017).

Por outro lado, tem se admitido ndo ser obrigatdrio que a degradacéo forcada resulte em
um produto de degradacdo. Para estes casos, faz-se necessario uma avaliacdo critica para
verificar se foi utilizado uma forca de degradacao superior a que estaria submetida a amostra
nos estudos de estabilidade acelerada. Para isso, € essencialmente necessario que a elaboracéo
do protocolo de estudo de degradacédo forcada e a determinacédo dos “and points” levem em
consideracdo informacgdes como as propriedades fisico-quimicas das moléculas analisadas,
obtendo-se informagdes sobre grupos funcionais da molécula mais suscetiveis a degradacéo,
além de produtos de degradacao teoricamente possiveis, considerando as rea¢cdes mais comuns
dos grupos funcionais (GUPTA et al., 2003; OMS, 2009; SINGH et al., 2013).

Apesar de ndo haver um consenso, muitos autores e guias especificos consideram que a
auséncia total de produtos de degradacdo apds 10 dias de uma exposicdo razoavelmente
necessaria a caracteriza como estavel para uma dada condicdo (OMS, 2009; SINGH et al.,
2014). Porém, alguns autores propdem a utilizacdo de um periodo de exposi¢do mais curto,
como 5 dias. Para isso, trazem a recomendacéo de utilizar condi¢Ges de armazenamento das
amostras, ao decorrer do teste, diferentes das ambientais. Assim, condi¢cdes de degradacédo
acida, basica e oxidativas estariam associadas a temperaturas de 60°C, como forma de acelerar
0 processo de degradacdo (BLESSY etal., 2014; RAWAT; PANDEY, 2015; IRAM et al., 2016;
RAVISANKAR et al., 2017).

Ja outros autores discutem que para algumas condi¢cfes de estresse seria necessario um
tempo de exposicéo superior a 10 dias. Neste caso, observa-se a degradagéo por calor seco, que
carece de um periodo de 12 dias a 80°C para se obter uma quantidade total de energia calorifica
equivalente a seis meses de exposicdo a 40°C (REYNOLDS et al., 2002). A tabela 2 traz as
principais condi¢Oes utilizadas nos estudos de degradacdo forgada e também os grupos

quimicos onde € mais provavel de se observar estas reacoes.
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Para as condi¢Oes de estresse hidrolitico sob catélise acida e bésica, o &cido cloridrico
(HCI) e o hidroxido de sodio (NaOH), respectivamente, tém bastante destaque para degradacao
da amostra na forma de solucéo ou suspensdo. Alternativamente, o acido sulfarico e hidroxido
de potassio tambem podem ser utilizados (BLESSY et al., 2013). Este tipo de exposicao esta
associado a reacOGes de hidrolise em ésteres e amidas, descarboxilacdo, hidroxilacdo,
desidrogenacdo e dimerizacdo (RAIJADA, 2010).

ConcentracGes molares destes agentes em uma faixa que variaentre 0,1 M e 1 M tém se
mostrado alternativas mais racionais para conducdo dos testes, embora tenha sido observadas
concentragBes superiores que chegam até 5M. Estas variacOes podem ser justificadas pelas
diferentes caracteristicas da estabilidade intrinseca de cada composto (STOILJKOVIC et al.,
2014; HASAN et al. 2016; HASIN, 2017).

A utilizacéo de solucgdes de amostras de IFA e de produtos acabados parece ser uma
abordagem usual na conducédo destes testes. Em casos onde as amostras se mostram estaveis
apos os periodos de exposicao tem se recomendado utilizar o aquecimento, que tém variado de
50°C até temperaturas superiores a 85°C (BLESSY et al., 2013; HASSIB, 2017).

No entanto, pouco tem se discutido sobre a reatividade quimica ou estabilidade de
farmacos no estado sélido. Raijada et al. (2010), realizou um estudo comparando a formacao
de produtos de degradacéo do clopidogrel em solucdo e seu estado sélido, onde autores puderam
perceber que o perfil de degradacdo utilizando as duas abordagens foi distinto. Este tipo de
avaliacdo tem sido discutido por outros autores (BYRN; XU; NEWMAN, 2001) e pode ser
interessante, principalmente, quando se deseja investigar o perfil de decomposicao de diferentes
polimorfos de um mesmo sélido.

Dessa forma, 0 agente estressor também deve se apresentar na forma sélida para poder
ser empregados na criacdo de microambientes com pH &cido e basico. O acido oxalico,
fumarico, citrico, tartarico, ascérbico, benzoico poderiam ser utilizados na degradacdo &cida,
assim como o bicarbonato de sédio, carbonato de sddio, fosfato de potassio, carbonato de célcio,
bicarbonato de potassio poderiam ser utilizados no estresse basico (ROWE; SHESKEY;
OWEN, 2009; SINGH et al., 2013).

Nas reagdes de oxidacao, o peroxido de hidrogénio (Hz) apresenta amplo destaque de
uso frente a outros agentes oxidantes. A maioria dos estudos recomendam a utilizacdo de
solucBes de H.O> de até 3% em pH neutro mantidas em temperatura ambiente (SINGH et al.,
2013). Porém ndo é dificil encontrar varios relatos na literatura de estudos que utilizam
concentragdes bem superiores as preconizadas, como por exemplo 20% e 30% (MALENOVIC
et al., 2010; NAAZNEEN; SRIDEVI, 2017) ou o incremento de temperatura, como 80°C
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(MOURAD et al., 2016). Segundo Sharma et al. (2017), o aquecimento de solu¢Ges de H>O>

promove a formacéo de radicais hidroxila o que levaria ao comprometimento das reac6es de

oxidacgdo que ndo poderiam ser avaliadas de forma eficiente.

Tabela 2. Principais condigfes usadas para estudos de degradacéo forcada.

Tipo de Condicdes Condicdes de | Amostragens Compostos mais
degradacdo | experimentais | armazenamento susceptiveis
Hidrdlise . 01-1M |e T.Aou . 12 h; Esteres; amidas;

M HCl e o 40-60°C | e 1 dia éteres; alcoois;
o 0,1-1 M o 3 dias | alcenos.
NaOH o 5 dias
o 10 dias
Oxidacao . 1% -3% |e TA. ou |e 12 h; Moléculas com H
H202 ou o 40-60°C | e 1 dia labil; carbonos
o AIBN o 3dias | benzilicos; carbonos
. 5 dias | alilicos; aminas;
, 10 dias | sulfetos; fenois.
Térmica . Estufa |e 60-80°C | e 12 h; Moléculas com anéis
o 1 dia beta lactamicos;
. Camara |e 60°C-80 | e 3 dias | alcoois; acidos
/75% RH o 5 dias | carboxilicos;
o 10 dias
Fotolise . 1XICH |e N/A . N/A Amidas; esteres;
o 2XxICH acidos carboxilicos;
. 3xICH cetonas; alcenos;
cloretos de fenila;
sulfeto.

Fonte: Adaptado de Scypinski, 2001; Gupta et al., 2003; Ahuja; Raijada, 2010; Mendez et al., 2008.

Além do H:0g, iniciadores de radicais como o azobisisobutironitrila (AIBN) pode ser

utilizada no estresse oxidativo. Esta substancia tem como propriedade a capacidade de gerar

diferentes tipos de radicais, entre eles o cianopropil, cianopropiloxil, peroxi e cianopropiloxila,

que sdo responsaveis por promover a oxidagao de compostos susceptiveis a este tipo de reacdo
ZHANG; UANG, 2018; WEN et al, 2020).

fons metalicos, como o Ferro 111 e Cobre 1l tém sido descritos como agentes oxidativos

e figuram como uma avaliacdo obrigatéria de acordo com a RDC 53 de 2015, apesar de terem

sido pouco abordados na literatura. O guia 04 de 2015 descreve que a utilizagdo de metais de

transicdo nos testes de estresse ndo deve utilizar diferentes concentragdes ou modificages na

temperatura da amostra. O teste deve ser realizado e caso ndo haja degradacdo apds 1 dia de

exposicédo, o produto sera considerado estavel a esta condi¢cdo (BRASIL, 2015 b).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Azobisisobutironitrila
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De forma geral, reacGes de oxidacdo terdo maior importancia para moléculas com
grupos funcionais com hidrogénio labil, como o carbono benzilico, carbono alilico e carbono a
em relacdo a heteroatomos séo susceptiveis para formar hidroperdxidos, hidroxido ou cetona.
J& os grupamentos amina, sulfetos e fendis sdo suscetiveis & oxidagao por transferéncia de
elétrons para fornecer N-Oxidos, hidroxilamina, sulfonas e sulfoxido (GUPTA et al., 2003;
BOCCARDI, 2015).

A temperatura é um dos fatores mais importantes que podem afetar a estabilidade de um
medicamento e para este tipo de estresse, grande parte dos autores recomendam a utilizacéo de
calor seco, ou seja, sem a associagcdo com a umidade, para medicamentos e farmacos que se
apresentam na forma liquida e calor umido, ou seja, associado a umidade para aqueles no estado
solido. Nos casos de amostras no seu estado liquido, deve-se tomar cuidado para ndo evaporar
seu solvente e modificar a sua concentracdo (BLESSY et al., 2014; SHARMA et al., 2017).

Normalmente, utiliza-se temperaturas superiores a 40°C e pode-se aumenta-las em uma
gradacdo de 10°C, até que se atinja uma temperatura suficientemente alta para levar a
degradacéo. Outras abordagens recomendam a utilizacéo inicial de altas temperaturas por curtos
periodos de exposi¢do. Para que possa ter um controle mais efetivo da quantidade de calor
aplicada na amostra, tem se recomendado a aplicagdo da equacdo de Arrhenius, que
correlaciona a taxa de reacdo especifica (k), o fator de frequéncia (A), a energia de ativagdo
(A), a constante do gas (R =1,987 cal / grau mol) e a temperatura absoluta (T) (BANKER,
RHODES, 2002; RAGNO et al., 2006), como segue:

k =Ae—E2

O teste de fotoestabilidade é descrito pelo guia do ICH Q1B e deve ser utilizado para
avaliar se a exposi¢do a luz ndo promove mudancas na qualidade, seguranca e eficécia de
produtos farmacéuticos. Este teste € realizado em camaras especificas que permitem a emissao
controlada de padr@es de luz semelhante ao padrdo de emissdo da luz solar (BAERTSCHI;
ALSANTE; TONNESEN, 2010).

Atualmente, duas abordagens distintas tém sido utilizadas da sua realizagcdo e estéo
diretamente ligadas ao modelo de cadmara que utilizam. Na primeira opcao, descrita como opcao
1 do guia Q1B, utilizam-se lampadas com padrdo de emissdao D65/ID65, para simular a luz
visivel e ultravioleta a0 mesmo tempo, ou seja, 0 teste € realizado em um Unico compartimento
da cadmara. D65 é o padrdo reconhecido para luz do dia em ambientes externos e ID65 representa

0 padrdo de luz do dia para ambientes internos. Na segunda opgéo, a cAmara é dividida em dois
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compartimentos onde em cada um deles é gerado, separadamente, os padrdes de emissao de luz
D65 e ID65 (ICH, 1998).

As diretrizes da ICH recomendam uma exposicéo total ndo inferior a 200 W/hm 2 na
faixa de UV (320-400nm) e 1,2 milhdes lux/h na faixa visivel (400-800nm). Além disso, se
recomenda a utilizagcdo concomitante de controles, que sdo preparados a partir da utilizacdo da
mesma amostra submetida ao teste, porém protegida contra a luz. Esta abordagem é
recomendada para verificar a influéncia da temperatura gerada na parte interna da camara nos
resultados obtidos (ICH, 1996; BAERTSCHI, 2010).

Os testes de degradacdo forgada utilizando exposi¢do a luz tém utilizado padrdes de
emissdo que variam de 6 vezes os valores preconizados pelo ICH até os mesmos valores
utilizados no teste de fotoestabilidade. Diferencas de exposicdo podem ser necessarias devido
a fatores como presenca de grupos funcionais susceptiveis a este tipo de estresse ou pelo estado
fisico da amostra utilizada. A exposicao a luz esta associada a diferentes tipos de mecanismos
de degradacdo que envolvem foto-oxidacdo por mecanismos que envolvem a formacdo de
radicais livres, principalmente em moléculas que possuem em suas estruturas grupos
carbonilicos, nitro-aromaticos, N-6xidos, alcenos, cloretos de arila, liga¢Ges fracas C-H e O-H,
sulfetos e polienos (AHUJA; SCYPINSKI, 2001; SINGH et al., 2013).

2.3.  AVALIACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS TESTES DE DEGRADAGCAO
FORCADA

Uma vez que as amostras de degradagéo forcada séo preparadas, deve-se realizar as
analises, de forma individual, para detec¢do dos produtos de degradacdo gerados sob todas as
condigdes de estresse. A cromatografia liquida tem se mostrado a principal técnica de anélise
deste tipo de amostra, com destaque para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), uma vez que todas estas abordagens permitem
separar e quantificar, de forma bem-sucedida, diferentes componentes de uma mesma amostra
mesmo quando estdo presentes em baixas concentracdes (BAKSHI; SINGH, 2002; SHARMA
etal., 2017).

Neste tipo de andlise, espera-se a separacdo de todos os produtos de degradacdo do
farmaco e idealmente uma separacao entre os diferentes PDs, demonstrando a seletividade da
metodologia que deve ser indicativa de estabilidade. A presenga de sobreposi¢do de sinais

cromatograficos, ou seja, de co-elui¢do, € uma caracteristica que nao se espera de um MIE e
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pode ser avaliada a partir da pureza de pico, parametro analitico obtido em diferentes tipos de
sistemas de deteccdo cromatografica (BAKSHI; SINGH, 2002).

Entre os sistemas de deteccdo mais populares estd o PDA, que deriva do inglés
“photodiode array detectors ” e pode ser traduzido como ““arranjo de fotodiodos”. Normalmente
este tipo de analise verifica a similaridade do espectro de absor¢do em regides da base e do pico
do cromatograma. Se esta comparagao ndo trouxer correspondéncia, entdo o cromatograma ndo
€ homogéneo e pressupde-se que esteja ocorrendo co-eluicdo. No entanto, existem situacoes
que a analise de pureza de picos através do PDA pode estar comprometida, principalmente nos
casos onde o0s picos co-eluidos apresentam o mesmo espectro de absor¢do no UV ou nos casos
em que o pico de co-eluicdo ndo tem grupo funcional cromoforo. Nestes casos, para uma
investigacdo mais aprofundada, técnicas como a cromatografia acoplada ao detector de massas
podem ser utilizada (GROVER; GULATI; SINGH, 1998; ERMER; VOGEL, 2000).

Além da pureza cromatografica, o balanco de massas tem ganhado um destaque muito
importante e tem se mostrado um requisito obrigatorio para comprovar a seletividade e a
capacidade de um MIE em quantificar todos os produtos de degradacdo, embora nédo esteja
presente em todas publicacdes cientificas e nem seja alcancavel em todas as circunstancias
(JAIN; BASNIWAL, 2013; HONG; PHOEBE; JONES, 2017).

A falta de balango de massa leva a uma suspeita sobre a capacidade do método para
quantificar com precisdo todos os produtos de degradacédo. O desequilibrio de massa, além de
respostas analiticas variaveis do analito e picos de produto de degradacdo, também pode
acontecer devido a perda potencial de produtos de degradacao volateis ou pela formagdo de
precipitados, formacao de compostos ndo cromdforos, formacao de eluentes iniciais e retencéo
de compostos na coluna (SHARMA et al., 2017).

2.4. IDENTIFICACAO E QUALIFICACAO DE PRODUTOS DE DEGRADACAO

A RDC 53 de 2015 determina que a empresa detentora do registro de um medicamento
carece notificar, identificar ou qualificar os produtos de degradacdo para obtencdo ou renovacéao
de registro (BRASIL, 2015). Estes limites foram publicados de acordo com as especificagdes
trazidas pelo ICH Q3B R2 (2006), que funciona como guia para avaliagdo de impurezas em
produtos acabados, e levam em consideracdo ndo somente a concentracdo de produtos de
degradacdo encontrados nos estudos de estabilidade formais, mas também a dose diaria
administrada, descrita na RDC como administracéo total diaria (ATD). O quadro 3 aborda estes

diferentes limites.


http://www.labcompare.com/Chemical-Analysis-Equipment/510-HPLC-Photo-Diode-Array-Detector-HPLC-PDA-Detector/
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A identificacdo de produtos de degradacdo deve ser realizada sempre que que as
concentracfes observadas estiverem acima daquelas para qual se exige a notificacdo e nem
sempre é uma avaliacdo simples de ser realizada, principalmente quando ndo existem relatos na
literatura. No entanto, a informacdo trazida a partir do conhecimento destas estruturas é
extremamente importante para o aprimoramento dos limites e podem contribuir para o
conhecimento de possiveis alertas estruturais de genotoxicidade (ALI et al, 2012; BLESSY et
al., 2014).

Para isso, a utilizacdo de uma ou mais técnicas de caracteriza¢do estrutural pode ser
demandada para obtencdo de resultados consistentes. Entre elas, a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) ou a ressonancia magnética nuclear (LC-RMN)
sdo uma das mais utilizadas. A andlise de espectros de massas tem possibilitado a obtencédo de
pesos moleculares, perfil isotopico, massa exata, formulas quimicas, além do comportamento
de fragmentagdo molecular, ferramenta muito empregada na elucidagéo estrutural. J& os dados
de RMN de hidrogénio e carbono, sdo essencias para localizacdo de ligagcdes simples, duplas e
triplas, na avaliacao de isbmeros e epimeros (PELLECCHIA et al., 2008, RAKIBE, et al. 2018).
Nas situagdes onde nao estdo disponiveis instrumentos mais sofisticados, como os sistemas LC-
RMN, o isolamento dos produtos de degradacdo utilizando sistemas preparativos e
semipreparativos mostram-se uma alternativa viavel (KOHLER; WRAY; WINTERHALTER,
2008).

Quadro 3. Limites de notificagdo, identificacdo e qualificacdo do (s) produtos (s) de
degradacdo no decorrer do estudo de estabilidade. Legenda: ATD= Administracdo total diaria

de um determinado produto de degradacéo.

Tipos de Limite Dose méxima diéria Especificacdes

Notificacao <g 0,1%
>1g 0,05%

Identificacéo <lmg 1,0% ou 5 pug ATD, o que for menor
1mg-10mg 0,5% ou 20 pg ATD, o que for menor
>10mg-29 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor
>2¢ 0,10%

Qualificacéo >10 mg 1,0% ou 50 ug ATD, o que for menor
10mg-100mg 0,5% ou 200 pug ATD, o que for

menor
>100 mg-2g 0,2% ou 3 mg ATD, o que for menor
>2¢ 0,15%

Fonte: Adaptado de Brasil, 2015.
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Apesar ndo permitir a obtencdo de informacgdes no mesmo grau de detalhamento dos
sistemas LC-MS e LC-RMN, a CLAE-DAD pode fornecer dados valiosos para identificacdo
de diferentes compostos. Nas situacdes onde a degradagdo ndo leva a mudancgas extremas na
estrutura do IFA é facil comparar semelhancas estruturais entre a molécula de origem e seus
degradados. Esta afirmagao parte do pressuposto de que se o espectro de UV-VIS de um produto
de degradacdo € idéntico ao do IFA, é provavel que aquele tenha os mesmos, ou pelo menos
preserve algum dos grupos cromoforos da molécula de origem. Da mesma forma, podemos
inferir que, se pelo contrario do exposto, o produto de degradacao apresentar um espectro de
UV-VIS diferente do IFA, isto implicaria em dizer que aquela molécula sofreu mudancas
estruturais inclusive na porcdo dos grupos croméforos (GOROG, et al 1995; QIU;
NORWOOD, 2013).

Além disso, nos casos onde ha produtos de degradacdo comercialmente disponiveis, é
possivel fazer a comparacdo espectral entre os cromatogramas obtidos nas amostras de
degradacéo forcada com aqueles obtidos através da analise de padrBes analiticos. Existe ainda
situacBes onde os produtos de degradacao gerados sdo na verdade sdo impurezas ja relatadas
em compéndios oficiais ou na literatura e esta comparacao serve de confirmacao para este tipo
de investigagdo. Somado a tudo isso, a obtencdo de resultados, o custo por amostra, a
disponibilidade de equipamentos e a facilidade na interpretacdo dos achados fazem da CLAE-
DAD um importante aliado na caracterizacdo de produtos de degradacdo (SINGH, et al, 2012;
QIU; NORWOOD, 2013).

Outras tecnologias analiticas vém sendo continuamente desenvolvidas e aprimoradas e
também podem ser usadas quando for apropriado para caracterizacdo destas moléculas. Entre
estas técnicas pode-se citar a cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa
(CG), eletroforese capilar, eletrocromatografia capilar (CEC), fluido supercritico (FS) e
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (QIU; NORWOOD, 2013; PANDEY et al.,
2016).

J& a qualificacdo dos produtos de degradagcdo deve ser realizada sempre que as
concentracfes observadas estiverem acima daquelas para qual se exige a identificacdo. Este
tipo de investigacdo tem como principal objetivo caracterizar uma substancia quanto a seu perfil
de seguranca para também garantir a seguranca de uso de um medicamento que contenha um
produto de degradacdo qualificavel. Dentro das perspectivas da RDC 53 de 2015, os produtos
de degradacdo podem ser qualificados a partir da investigacdo de metabdlitos, de revisdo
bibliografica ou a partir de estudos de toxicidade (BRASIL, 2015).
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Nas situa¢Ges em que produtos de degradacdo séo igualmente metabolitos do farmaco ou
estas impurezas ja eram conhecidas durante as fases de desenvolvimento de um medicamento
eles serdo considerados qualificados. Assim, o nivel de qualquer impureza presente em um
medicamento que foi adequadamente avaliado quanto a seguranca em estudos clinicos ndo
necessitaria passar por novas avaliagfes de seguranca. O problema com esta abordagem é que
a qualificacdo estabelece a seguranca biologica de uma substancia ou medicamento com um
determinado perfil de impureza, que ndo é o mesmo que caracteriza o perfil de seguranca de
uma impureza isoladamente. Logo, quando a toxicidade é observada, geralmente ndo é possivel
discriminar entre a toxicidade atribuivel ao insumo farmacéutico ativo e a toxicidade atribuivel
as impurezas presentes no medicamento (HARVEY et al., 2017; EMA, 2018).

Além disso, nas situacdes onde haja mudancas na rota de sintese de um farmaco que
resulte na mudanca do perfil de impurezas; mudancas na formulagdo que gerem novos produtos
de degradacdo; ou em mudangcas na indicacdo ou regime de dose que possam afetar
significativamente a seguranca do medicamento, testes de seguranca adicionais devem ser
considerados (ICH, 2014; BRASIL, 2015).

Dentro deste contexto, o guia ICH M7 foi publicado em 2014 e tem como objetivo
principal fornecer informagdes para avaliagdo de mutagenicidade de impurezas presentes em
novos medicamentos. Estes estudos buscam avaliar substancias com potencial para causar
danos no DNA podendo levar a mudancas do material genético e possivel cancer (ICH, 2014).

O teste preconizado para este tipo de investigacdo é o Ensaio da Mutacdo Reversa
Microbiana, mais conhecido como teste de AMES. O teste utiliza a bactéria Salmonella
typhimurium TA98 e TA100 que apresentam mutacOes que as impedem de produzir
aminoéacidos, como a histidina, provocam perda parcial da capacidade de barreira promovida
pelo lipopolissacarideo, o que aumenta a permeabilidade a moléculas de grande peso molecular,
além da perda da capacidade de excisdo de DNA no sistema de reparo. Todas estas mudancas
acabam amentando muito a possibilidade do surgimento de mutagdes por exposi¢cdo de
diferentes agentes mesmo em baixas dosagens (MARON; AMES, 1983).

De forma complementar ao teste de AMES, os estudos in silico tém se mostrado
importantes ferramentas na identificacdo de compostos mutagénicos. Este tipo de avaliacdo
toma como base a publicacdo de Ashby e Tennant (1991) que €é considerado o primeiro estudo
que faz uma correlacdo entre estruturas quimicas com a capacidade de gerar mutacdes de
diferentes compostos. Os autores fizeram essa avaliacdo baseada em informac¢des mecanisticas

disponiveis para carcindgenos de roedores conhecidos e que também sdo positivos no teste de
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AMES e estes critérios seriram de base na montagem dos métodos in silico preditivos de
mutagenicidade, quem vém sendo continuamente aprimorados (TLUCZKIEWICZ et al., 2011).

Estas analises computacionais se baseiam na verificacdo de alertas estruturais presentes
nas moléculas que podem estar correlacionados a uma reagdo quimica especifica com o DNA,
levando a possiveis mutacfes. No entanto, nem todos os produtos quimicos com esses alertas e
pertencentes a uma dessas classes quimicas reagem com o DNA, uma vez que outros fatores
como sua ativacdo por enzimas e o impedimento estérico na interacdo com o DNA pode
desempenhar papel determinante no surgimento de mutagdes. Por isso, muitas vezes estudos
complementares, como os de carcinogénese “in vivo ”, podem ser requeridos (SUTTER et al.,
2013).

Tendo em vista todas as questdes éticas envolvidas no uso de animais em pesquisa, as
agéncias regulatorias tém recomendado que nos casos onde haja necessidade de qualificacdo de
produtos de degradacdo que se dé preferéncia as revisdes bibliogréficas na prospec¢do de dados
relevantes, que se leve em consideracdo a via, a frequéncia e duracdo da exposicdo e sempre
que necessario, que sejam feitas avaliagdes “in silico” com a finalidade de investigar as
propriedades farmacoldgicas e toxicologicas destes produtos (KROES et al., 2004; MYATT et
al, 2018).

No Brasil, ainda ndo existe nenhuma regulamentacéo especifica que trate da qualificacéo
de impurezas. No entanto, a ANVISA publicou em 2019 um documento de perguntas e
respostas que trata do fluxo de analise de qualificacdo de impurezas e produtos de degradacédo
de medicamentos classificados como sintéticos e semissintético. Este documento também traz
recomendagOes bem alinhadas com o guia para qualificacdo de impurezas da agéncia de
medicamentos europeia: “Reflection paper on the qualification of non-genotoxic impurities”.
Ambos documentos recomendam que nos casos onde ndo for possivel dispensar os testes in
vivo para qualificacdo de produtos de degradacdo levem em consideragcdo 0 “principio dos 3
R’s”, que a via de administragdo, a dose maxima utilizada, o tempo do estudo e a espécie animal

mais sensivel sejam levados em consideracdo (EMA, 2018; BRASIL, 2019).

2.4.1. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas engloba um conjunto de técnicas cujo funcionamento se
baseia na formacdo de ions positivamente ou negativamente carregados que podem ser isolados
com base em sua relacdo massa/carga (m/z) (BANOUB et al, 2005). O principio desta técnica

foi descrito no final da década de 1880 de forma pioneira por Wil Helm Wien. Ele foi o primeiro
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a demonstrar que os campos elétricos ou magnéticos podem desviar a trajetoria de ions
carregados.

Embasados nesta descoberta, Joseph John Thomson inventou a primeira instrumentagédo
de espectrometria de massa e, em 1913, ilustrou o valor de sua nova descoberta no campo da
quimica analitica. De 14, até os dias de hoje a espectrometria de massas tem ganhado espa¢o em
todos os ramos das ciéncias, inclusive nas areas correlacionadas com a satde (ASTON, 1942;
DE HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

A modernizacgdo da técnica fez com que os espectrdmetros de massas quase nunca sejam
utilizados isoladamente e tém sido extensivamente acoplados com a cromatografia gasosas e
liquida. A hifenacdo com os sistemas cromatograficos substituiu as injec@es diretas, que ainda
tem seu uso resguardado principalmente no desenvolvimento de métodos (LANCAS, 2009).
No entanto, independentemente do método pelo qual a amostra é introduzida no equipamento,
a fonte de ions é o primeiro compartimento que permite a formacdo de espécies ibnicas
carregadas (MUNSON; FIELD, 1966).

Uma das primeiras fontes de ionizagdo, ainda bastante utilizada quando acoplada a
cromatografia gasosa, é a de impacto de elétrons. Nessas fontes um filamento metalico aquecido
serve como fonte de elétrons que sdo acelerados e direcionados para uma colisdo com a amostra
vaporizada. Este impacto causa a remocéao de elétrons das camadas de valéncia dos analitos
presentes na amostra e a consequente formacao de cations (EL-ANEED; COHEN; BANOUB,
2009).

Entretanto, ao se tratar do acoplamento de cromatografos liquidos, a fonte de ionizacao
que melhor se estabeleceu foi a Electrospray (ESI, “Electrospray lonization”), gragas a sua
robustez e maior sensibilidade quando comparada aquelas de impacto de elétrons. Este tipo de
fonte ao mesmo tempo que ioniza os analitos, facilita a transformacao da amostra que sai da
coluna no estado liquido para sua forma gasosa através da combinacdo dos processos de
formacéo de um aerossol, dessolvatagédo e aplicacdo de uma voltagem capilar (CAl; SHORT;
SYAGE, 2008).

Apdbs passar pela fonte do espectrdmetro de massas, 0s ions gerados poderdo ser
separados com base em sua m/z no (s) analisador (res) de massas. Normalmente, este filtro e
separacdo é possivel gracas a aplicagdo de campos elétricos ou magnéticos que permitem a
alteracdo da trajetoria destes ions, que ao final sdo registrados nos detectores. Assim como as
fontes, os analisadores de massas podem apresentar diferentes principios para o seu
funcionamento (PASA-TOLIC et al., 2004).
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Entre aqueles mais usuais podemos citar os quadrupolos, ion trap, ressonancia de
ciclotrona de ions com transformacéo de Fourier e por tempo de voo. Esses analisadores variam
em termos de tamanho, preco, resolucéo, faixa de massa e capacidade de realizar experimentos
de espectrometria de massa em tandem, ou seja, a fragmentacdo da massa dos analitos. Além
disso é bem comum a combinac&o de dois desses analisadores, onde o primeiro atua como filtro
e 0 segundo como analisador (NAKAMURA et al., 1997; STOBIECKI, 2000; SLENO, 2012).

Entre as inimeras aplicacdes da técnica, a identificacdo de compostos é uma que tem
sido extensivamente explorada (SCHYMANSKI et al., 2014). No entanto, para que isso seja
possivel é de grande importancia que os espectros de massas obtidos permitam a distin¢do de
analitos, mesmo quando forem compostos isobaricos com composicao elementar distinta. Para
tanto, podemos contar com a espectrometria de massas de alta resolucdo (XIAN;
HENDRICKSON; MARSHALL, 2012).

Os analisadores de massas por tempo de voo podem ser classificados como
equipamentos de alta resolucdo, cujo principio de analise baseia-se na separacao de ions pela
diferenca de velocidade que desenvolvem no “tempo de voo” dentro do equipamento. Via de
regra, ions de menor massa séo acelerados com maior velocidade que aqueles de maior massa
e isso € utilizado para determinacdo de sua m/z (STAFFORD et al., 1984; DJIDJA, 2010).

Como vantagens destes tipos de equipamentos podemos citar a possibilidade de
varredura em uma ampla faixa de massas, alta velocidade de aquisi¢cdo dos espectros, alta
precisdo das massas obtidas, alta resolucéo e sensibilidade de moderada a alta. Alem disso, a
capacidade de medicdo da massa exata dos compostos, permite com que 0s softwares de
processamento de dados sugiram ou confirmem a férmula molecular de um dado composto
(ARREBOLA-LIEBANAS; ROMERO-GONZALEZ; FRENICH, 2017; DE VIJLDER, 2018).

2.5. ESTUDOS DE ESTABILIDADE DO MISOPROSTOL

A construcdo da revisdo de literatura foi realizada através de pesquisas nas bases de
dados: Science Direct, Scopus, SCIELO e PubMed, em busca de artigos publicados no periodo
de 2000 a 2023. O termo “misoprostol” foi fixado e combinado com “degradation”, “impurity”,
“stability”, “stress testing”, e “forced degradation”. O operador booleano “AND” foi utilizado
para limitar os artigos encontrados aos que continham todos os termos pesquisados
concomitantemente.

Em seguida foi realizada uma leitura exploratdria de titulos e resumos, desta forma, os

estudos em potencial foram selecionados através de critérios de inclusdo e exclusdo. Foram
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consideradas elegiveis as publicacdes que tratavam de estudos de degradacgéo forgada, avaliacdo
de estabilidade, métodos analiticos, investigacdo de produtos de degradacdo e impurezas.
Foram incluidos apenas artigos em inglés ou portugués. Primeiramente foram excluidos artigos
repetidos, e posteriormente aqueles que nao estavam disponiveis na integra, bem como cartas,
capitulo de livro e comentarios.

Ap0s a leitura dos titulos e resumos, foram selecionados os artigos que preencheram 0s
critérios de inclusdo propostos para essa revisao de literatura e foram excluidos artigos que se
enquadravam nos demais critérios de exclusdo, tais comtratavam de indugdo de trabalho de
parto, tratamento de hemorragia pds-parto, métodos para doseamento no sangue ou plasma,
estudos de farmacocinética ou eficécia clinica.e outros assuntos ndo relacionados aos critérios
de inclusdo revisdes bibliogréaficas sobre

Na proxima etapa, as publicacdes selecionadas foram lidas e analisadas na integra e
extraidas as seguintes informag@es: ano da publicagdo; condicBes para degradacdo forcada,
técnica utilizada, aplicacdo da metodologia, identificacdo de produtos de degradacdo. A busca
nas bases de dados resultou em um total de 91 artigos, dos quais 43 se repetiram, restando 48
artigos. Apos a leitura dos titulos e resumos, foram excluidos 26 artigos por ndo apresentarem
correlagdo com o objetivo da pesquisa, 1 capitulo de livro, 6 artigos por tratarem de métodos
de quantificacdo em sangue e plasma e 5 artigos por estarem parcialmente disponiveis. Desta

forma, 10 artigos foram selecionados para leitura na integra, como ilustrado da figura 4.

Figura 4. Esquema da selegdo de artigos.

P
Aurtigos encontrados nos bancos de dados (n=91).

I

Artigos duplicado removidos (n=43) ]

I

Artigos selecionados por titulo e resumo (n=48)

7’

Artigos removidos pelos demais

_ critérios de exclusao (n=38)

Artigos selecionados para leitura completa (n=10)

Fonte: O autor.
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Dos 10 artigos selecionados 3 (trés) trouxeram propostas de métodos indicativos de
estabilidade; 1 (um) tratou do desenvolvimento de metodologia amperomeétrica e colorimétrica
para doseamento de MSP em comprimidos; 3 (trés) trataram de avaliacdo de estabilidade em
comprimidos Cytotec®; 1 propds o desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica
(supositdrio) e avaliacdo de estabilidade; 1 abordou o preparo de solugdo extemporanea a partir
de comprimidos para administracdo intraumbilical; e 1 (um) trouxe uma proposta de
estabilizacdo do misoprostol com metacrilato para incremento de estabilidade. O quadro 4 um

resumo dos dados extraidos dos artigos selecionados.
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Técnica Objetivos Condicdes cromatograficas Degradagéo Forcada Achados Autor
CLAE-UV | Estabilizagéo do | e Coluna: COSMOSIL C18-AR, Incremento de estabilidade Chen et
MSP em sistema | 150x4.6 mm. oo o~ | Proporcionado pelo sistema al., 2000.
de liberacéo. o Fase movel: ACN/tampéo Temperatura: 37°C € 43 °C | oy betacrilato.
fosfato pH 2,81 (40/60). por 6 meses (teste de
. Fluxo: 1 mL/min. estabilidade).
° Deteccéo: 210 nm.
CLAE-UV | Estabilidade de | e Coluna: nucleosil C18, 25 x 4,6 Supositérios foram estaveis Hafirassou
MSP em | mm, 5 pm. . ano por 180 dias em temperatura etal,
supositérios . Fase mdvel: ACH/H,0 (60/40). Tempe\_ratura. 60° C (teste de de 3-5°C. O aumento de 2005
o Fluxo: 1,5 ml/min. estabilidade). temperatura incrementou a
Detec¢ao: 202 nm. taxa de decaimento do teor.
CLAE-MS | Estabilidade do | e Coluna: Suplex PKB 250 x 2.1 A recuperacdo do MSP foi de Chuetal.,
MSP em | mm,5 pm. . 50%, que manteve-se estavel 2007.
infusdo. Fase movel: MeOH/ACN/HOl4cido | Témperatura ambiente por 6 | o, solucdo salina e em gua a
trifluoracético (50:15:35:0.05). dias (teste de estabilidade). temperatura ambiente e a 4°C.
CLAE-UV MIE ° Coluna; C18, 250 x 4.6 mm, 5 . Acida: HCI1 0,1 e 1 M | Formagéo de 3 produtos de Carr et
um por 2 h. degradacdo nas condicBes de al.,2012
. Fase mével: ACN/H,O/MeOH . Basica: NaOH 0,001 | hidrdlise, oxidacdo e
(45:55:1 vIVIv). e 0,01 M por 2 h. aquecimento. Sem discuss&o
° Fluxo: 1 mL/min. . Oxidacdo: H.0, 0,24 | de balanco de massas ou
Detecgéo em 200 nm. e 2,4% por 2 h. identificacéo.
o Temperatura: 105°
por 6 h.
o UV por 20 h.

Fonte: o autor.
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Técnica Objetivos Condicdes cromatograficas Degradacdo Forcada Achados Autor
CLAE-UV | Avaliacdo  da | Monografia da farmacopeia europeia: Comprimidos apresentaram | Berard et al.,
qualidade de| e Fase mdvel: H,O/ACN (48/52 decaimento acima de 5% apds 2014
comprimidos VIV). Néo avaliada. 48 h e incremento de
fora do blister ° Fluxo: 1 mL/min. impurezas farmacopeicas.
. Deteccdo: 200 nm.
CLAE-UV MIE . Coluna: Ascentis Express C18, . Acida: HCI1 0.025 M | Formagéo de 17 produtos de Kahsay et
150 mm x 4.6 mm, 5 um. por 1 h. degradagdo nas condigdes de al., 2015.
. Fase movel: Fase movel A . Bésica: NaOH 0.005 | hidrolise, ~ oxidagdo e
(ACN/H,0O/MeOH 28:69:3 v/iviv) e B M por 1 h. aquecimento. Nenhuma
(ACN-H,0-MeOH 47:50:3 v/IVIv). . Oxidacéo: H,0, 30% discussdo de balanco de
. Fluxo: 1,5 mL/min. por 1 h. massas e identificacao.
o Deteccdo: 200 nm. o Temperatura:
Solucdo a 70°C por 1 h.
CLAE-UV MIE . Luna C18, 250 x 4.6 mm, 5. . Acida: 5 M a70°C Formacdo de produtos de | Pravallika;
. Fase movel: ACN/Tampao por 10 min. degradacdo do misoprostol Jagadeesh;
trietilamina 0,01 M pH 2.5 (30:70 v/v). | e Bésica: 5 M a 70°C ou  aceclofenaco  sem | Ravi, 2016.
o Fluxo de 1 mL/min. por 10 min. distingao de ambos
. Deteccdo em 226 nm. . Oxidagdo: H,0,3% | farmacos. Nenhuma

a 70° C por 10 min.

o Térmica: solugédo a
70°C por 20 min.

o UV: solucéo a luz do
sol por 3 h.

discussdo de balanco de
massas e identificacgdo.

Fonte: o autor.
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Técnica Objetivos Condicdes cromatograficas Degradacao Forcada Achados Autor
Método Desenvolvimento | e Coluna: Waters Spherisorb S5 Foi observada degradacdo, Wu et al,
enzimatico | de método | C8 4.6 x 150 mm, 5 um. Calor umido: 37°C/75% porém ndo ha discussdo de 2016.
X CLAE | enzimético para | e Fase mével: MeOH/H,O/ACN umidade seletividade, balangco de
doseamento  do | (40;35:25 v/v/v). massas ou identificacdo.
MSP. . Fluxo de 1 mL/min.
Deteccdo em 200 nm.
CLAE-UV | Estudo de | e Coluna: ReproSil-XR 120 C18, Algumas das amostras de | Bizimana et
estabilidade. 150 x 4.6 mm, 5 pm. comprimido continham al, 2020.
Importancia da | e Fase movel: ACN/H2) (45:55). N&o avaliada. apenas 42,5 - 48,7% da
embalagem o Fluxo 1,5 mL. quantidade declarada.
primaria. . Deteccdo: 200 nm.
CLAE-UV | Avaliacéo da| e Coluna: ReproSil-XR 120 C18, A 40°C / 75% UR todas as | Hagen et al,
qualidade de | 150x4.6 mm, 5 um. amostras analisadas 2020.
comprimidos . Fase movel: Fase A Né&o avaliada. apresentaram diminuicdo do

distribuidos  no
sistema de salde.

(ACN/H2O/MeOH 28:69:3) e fase B
(ACN/H,0O/MeOH 47:50:3).

. Fluxo 1,5 mL.

) Detecgéo: 200 nm.

teor de MSP. Danos ao
envelhecimento da
embalagem priméria
diminuiram muito a

estabilidade, resultando em
um contetdo final de apenas
48,2% do declarado.

Fonte: o autor.
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Carr et al. (2012) ao desenvolver um MIE observaram que o MSP apresentou rapido
decaimento nas condigdes de hidrdlise acida (HCI 1 M) e basica (NaOH 0,1 M) e em estresse
oxidativo (H202 2,4%), sendo evidenciado a formagéo de 3 (trés) PDs. O aquecimento das
amostras a temperatura de 105°C por 6 horas gerou um decaimento de apenas 4,7 % do teor e
a luz UV ndo levou ao decaimento das areas das amostras expostas. O método desenvolvido foi
validado, o MSP apresentou tempo de retencao de 22 minutos e o tempo total de analise foi de
80 minutos. A resolucéo entre os picos do MSP e do 8-epi-MSP foi de 1,4 na melhor condicéo
obtida. Os autores ndo trazem nenhum tipo de discussao sobre avaliagdo de balanco de massas
ou qual ferramenta foi utilizada para avaliar a coelui¢do de picos, apenas descrevem que todos
0s picos observados ficaram adequadamente resolvidos.

Kahsay et al. (2015) relataram a presenca de 17 PDs, entre eles 0 MSP A e B e 0 8-epi-
MSP, que foram identificados por padréo de absorcdo no espectro de UV-VIS. Para degradacédo
térmica, os autores utilizaram solu¢bes de 5mg/mL de MSP aquecidas a 70°C e na oxidagao
solucdes de peroxido de hidrogénio 30%. As reacbes com &cido ou base 0,1 M levaram a
degradacdo completa do ativo. O MSP apresentou tempo de retencdo de 22 minutos e o0 tempo
total de andlise foi de 35 minutos, porém o fluxo de fase movel utilizado foi de 1,5 mL/min.
Apesar de ter sido descrito a presenca de produtos de degradacdo inéditos, para a ocasiao,
nenhuma avaliagdo complementar foi realizada para identificagéo destes compostos e nenhuma
avaliacdo de balanco de massas foi realizada.

Pravallika et al. (2016) propuseram um novo MIE e para isso utilizaram amostras de
MSP na presenca de NaOH 5 M, HCI 5 M e peroxido de hidrogénio 3% com aquecimento a
70°C em todas as condicOes. A fotodegradacgéo foi realizada utilizando luz solar. As mesmas
condicdes foram utilizadas para o aceclofenaco. O MSP teve tempo de retencgéo de 3,81 minutos
e 0 tempo total de corrida foi de 5 minutos. Os autores ndo deixam claro os resultados obtidos
para cada um dos farmacos e os cromatogramas apresentados ndo trazem a identificacdo dos
PDs. O trabalho é concluido com a informacéo de que os PDs gerados nédo interferiram na
quantificacdo dos analitos de interesse.

Estudos realizados por Hagen et al (2020) demonstraram que todos os lotes de
comprimidos testados por eles apresentaram reducao do teor de MSP e um destes apresentou
reducdo de teor superior a variacdo permitida pelas especificacdes das farmacopeias americana
e europeia. Além disso, ficou evidente que pequenos danos e o proprio envelhecimento do
material de embalagem primaria aumentaram a reducdo do teor de MSP. Temperaturas e
umidades superiores a 25 °C e 60%, respectivamente, também estiveram associadas com uma

maior taxa de degradacdo do MSP e modificacdo do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos
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testados. Berard et al (2014), realizaram estudo para avaliar a qualidade de comprimidos de
MSP fora do seu material de embalagem e foi observado que em 48 horas, 0s comprimidos
expostos a condi¢cbes ambiente demonstraram aumento de peso (+ 4,5%), do contetido de agua
(+ 80%) e reducéo de 25,1% do teor em comparacao aos controles. Tais achados demonstram
a influéncia negativa da umidade inclusive no produto acabado.

De forma semelhante, Anyakora et al (2018) ao analisar a qualidade de comprimidos de
MSP utilizados na Nigéria, demonstraram que cerca de 33% das amostras analisadas nao
atenderam as especificacbes do teste de doseamento. As amostras que apresentaram oS
melhores resultados em relagéo ao teor haviam sido importadas da Korea do Sul e Reino Unido
e os piores resultados foram daqueles produzidos na propria Nigéria e na india, o que mostrou
que as técnicas produtivas e os processos de producdo podem influenciar diretamente a
estabilidade do MSP. Bizimana et al (2021) através de resultados obtidos em estudo no Malawi
recomendou & Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o recall de comprimidos de MSP por
apresentarem desvios de qualidade extremos, onde foi evidenciado valores que variaram entre
12,7-30,2% do teor declarado, o que compromete de forma significativa a eficacia clinica de
Seus usos.

A OMS publicou em 2016 recomendagdes para as agéncias regulatorias referente a
avaliacdo da qualidade de produtos a base de MSP comercializados no mundo. Neste estudo,
diferentes tipos de materiais de embalagem primaria foram testados a fim de determinar os mais
adequados para serem utilizados. O estudo teve duracdo de um ano e os comprimidos foram
armazenadas a 30° C. Nas amostras cujo material de embalagem priméria utilizado foi o
plastico/aluminio, todos os resultados se mostraram fora das especificacdes recomendadas para
o0 teste de teor. J& quando o material utilizado foi o aluminio/aluminio, 28% das amostras
analisadas mostraram resultados fora das especificacdes, demonstrando ser um tipo de material
de embalagem mais adequado. Como recomendacdes finais trazidas no documento, OMS
sugere evitar a utilizacdo de blisteres de PVC (cloreto de polivinila) ou PVCD (cloreto de
polivinilideno) /aluminio, tendo em vista maiores probabilidades de aumento de umidade no
interior da embalagem. Além disso, traz um alerta sobre a necessidade de controle das
condigbes ambientais das areas produtivas, bem como a necessidade de estudos de pré-

formulacéo para determinacéo dos excipientes mais adequados (OMS, 2016).

2.6. ESTUDOS DE PERMEACAO IN VITRO
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Guias oficiais como a farmacopeia dos Estados Unidos definem que os teste de
desempenho para medicamentos de uso topico, incluindo a administracdo vaginal, devem ser
focados nos estudos de liberacéo in vitro. Embora as recomendacdes da USP indiquem o uso
de membranas sintéticas e inertes nos estudos de liberacdo, a utilizacdo de membranas
bioldgicas nos estudos de permeacdo tem se mostrado de grande relevancia, pois estes tecidos
podem nos aproximar das condi¢bes in vivo e podem fornecer informacgdes sobre a
biodisponibilidade de farmacos (MACHADO et al., 2015; ENGGI et al., 2022).

Uma das formas mais usuais para avaliacdo da liberacdo e permeacéo de farmacos € a
utilizacdo de células de difusdo. Este tipo de aparato tem demonstrado uma boa
empregabilidade, pois traz como caracteristicas resultados reprodutiveis, possibilidade de
automacdo e tempo de analise otimizado (SQUIER et al., 1997; MACHADO et al., 2015). Entre
os modelos de células de difusdo mais empregas, as células de Franz tém grande destaque
(LEAL etal.; 2017).

Estas células sdo constituidas de um compartimento doador, onde normalmente se aplica
a amostra, e um compartimento receptor, onde sdo realizadas as amostragens para quantificacdo
do analito em investigacdo. Nos estudos de permeacao, o espaco compreendido entre estes dois
compartimentos é ocupado pela biomembrana de interesse (KUMAR, 1993; GOMEZ-
SEGURA et al., 2020).

Quando do uso da célula de difusdo vertical, o produto a ser testado é colocado na parte
superior da membrana, sob a condicdo de oclusdo ou ndo. J& o compartimento receptor €
preenchido normalmente com um tampéo associado ou ndo a tensoativos ( a depender das
caracteristicas fisico-quimica dos farmacos) que busca mimetizar o pH fisiol6gico e que além
disso garante a capacidade de solubilizacdo do analito, mantendo uma condi¢do de nao-
saturacdo, ou seja, uma condicdo sink. Envolto ao compartimento receptor, ha circulagédo de
agua aquecida usualmente a 37°C, que também tem o objetivo de mimetizar as condicGes
fisiologicas de temperatura corporal (SILVA et al., 2010; RAVANI et al, 2013; MACHADO
et al., 2015).

Ainda no compartimento receptor, uma barra magnética garante que a amostra passara
por constante homogeneizacdo e evita 0 acimulo do analito proxima a area de passagem da
membrana. A amostragem neste compartimento pode ser realizada de forma manual ou
automatizada e normalmente ha reposicéo de contetido com liquido de mesma constituicdo (EL -
KATTAN et al., 2000; SIMON et al., 2016).

Ja as células de difusdo horizontais (figura 5) utilizada neste trabalho, também chamadas

de células lateral-bi-lateral ou side-bi-side, apesar de preservar os principios basicos de
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constituicdo e funcionamento dos sistemas verticais de Franz, apresentam algumas diferencas
pontuais. A mais evidente das mudancas entre os dois sistemas é orientacdo da passagem do
fluxo, pois como o proprio nome sugere, o fluxo se da entre dois compartimentos que se
posicionam de forma horizontal de um em relagdo ao outro (TRBOJEVICH, 2016;
GIESZINGER et al., 2021).

A segunda diferenca mais marcante € a necessidade de dois compartimentos de
dimens@es idénticas que permitam 0 seu adequado preenchimento. Neste caso, ambos 0s
compartimentos devem ser mantidos sob constante agitacdo com auxilio de pequenas barras
magnéticas. As demais caracteristicas como uso de manutencdo de condi¢fes Sink, acesso para
coleta, uso de membranas ou biomembrana, controle de temperatura, entre outas, funcionam de
forma analoga (TRBOJEVICH, 2016; EL-KATTAN et al., 2000).

Figura 5. Representacdo esquematica de uma célula de difusdo side-bi-side.

Portas de amostragem

para andlise
Circulador/ (, “-LP Circulador/
aquecedor | aquecedor

Botdo
de tensdo

Bracadeirag
celular 1‘

L

Camara Receptora ‘—— Barras —J Compartimento doador
de agitagdo

Fonte: adaptado de https://permegear.com/side-bi-side-cells/.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o perfil de estabilidade do misoprostol,

caracterizar seus produtos de degradacdo e investigar sua a permeacao vaginal in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar estudo de degradacdo forgada do insumo farmacéutico ativo (IFA) MSP;

o Realizar estudo de degradacdo forcada do produto acabado (comprimidos MSP 200
mcg) bem como de seu placebo;

o Desenvolver método indicativo de estabilidade para quantificacdo do MSP IFA e
produto acabado por CLAE-DAD;

o Validar método indicativo de estabilidade para quantificacdo de MSP IFA e produto
acabado por CLAE-DAD;

o Investigar as cinéticas de degradacao forcada para 0 MSP;

o Desenvolver método LC-MS/MS (Q-TOF) para o0 MSP;

o Elucidar a estrutura dos produtos de degradacdo com o auxilio de analise por LC-
MS/MS-QTOF;
o Propor mecanismos de reacao para formacéo dos produtos de degradacéo;

o Realizar estudo de permeacdo in vitro em mucosa vaginal suina.
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4. MATERIAL E METODOS

41. SUBSTANCIAS E REAGENTES QUIMICOS

O IFA MSP 1% (lote: 0000090619) e os comprimidos Prostokos (lote:2009042) foram
doados pela Industria farmacéutica Hebron e as substancias quimicas de referéncia do MSP
(lote: R091B0) MSP tipo A (lote: C03D9501), MSP tipo B (lote: CO3E9501), 8-epi-MSP (lote:
C03F9501) e 12-epi-MSP (lote: IM00079501) foram adquiridos da farmacopeia americana
(USP). A 4gua ultrapura foi obtida pelo sistema de purificacdo de 4gua da Elga Purelab Ultra

da Elga Labwater (Lane End, Reino Unido). Dados dos demais reagentes utilizados sdo trazidos

na tabela 3.
Tabela 3. Lista de solventes e reagentes utilizados.

Solvente/reagente Fornecedor Lote
Acido cloridrico Sigma-Aldrich 8TBH8811
Acido fosférico Quimica moderna 9038
Fosfato de potassio monobasico anidro Neon 38047
Hidrdxido de sodio Neon 49173
Isopropanol Riedel-de-Haen DS423-BR
Metanol grau HPLC Supelco 11069907 004
Perdxido de hidrogénio Alphatec 24192
Sulfato de cobre Quimica moderna 7111
TuneMix® Agilente Lc13956

Fonte: o autor.

4.2. EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados foram todos calibrados e sdo descritos na tabela 4.
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Tabela 4. Lista de equipamentos utilizados.

Equipamento Marca Modelo
Espectrometro de massas QTOF Bruker Impact Il
Estufa de secagem Fanem 315 SE
pHmetro Gehaka PG1800
Banho ultrassénico Unique 1400
Chapa magnética aquecedora Fistan
UPLC Shimadzu NexeraXx2
Agitador tipo Vortex Phoenix AP56

Fonte: o autor.

4.3. DESENVOLVIMENTO DO METODO INDICATIVO DE ESTABILIDADE (MIE)
O desenvolvimento do MIE tomou como base a monografia trazido na farmacopeia
americana para dispersdo de MSP no teste de quantificacdo de impurezas organicas (USP,

2019), como descrito na tabela 5.

Tabela 5. Condigdes cromatogréaficas da farmacopeia americana para quantificacéo de

impurezas organicas na dispersao de MSP.

Condicao cromatogréafica Descricdo
Coluna 4,6 x 15 mm; 5 um L7
Fase movel (A) Tampao fosfato (73%)

Fase mével (B)

Isopropanol (27%)

Fluxo 1,5 mL/min
Volume de injecéo 100 pL
Deteccdo UV 205 nm
Fonte: o autor.

As amostras provindas dos estudos de degradacao forcada e amostra padrdo de MSP

fortificada com o padrdo de suas impurezas foram analisadas por CLAE-DAD e os dados
tratados pelo software Shimadzu LC solutions 1.0®. Como fase estacionaria, foram testadas as
colunas Kinetex C18 de 150 x 2.1 (Phenomenex, Torrance, USA), Kinetex fenil-hexil de 50 x
4.6 (Phenomenex, Torrance, USA), Purospher® Star C8 de 150 x 4,6mm, 5 um (Merck,
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Darmstadt, Alemanha) e Luna C8 de 30 x 2.0 mm. Para o sistema de elui¢do, foram testadas
diferentes combinacdes de solventes como metanol, acetonitrila, isopropanol e dgua. O fluxo
de fase movel foi testado em 1 e 1,5 mL/min em diferentes modos de elui¢do e o volume de
injecdo foi fixado em 50 L. J& para o forno foi utilizada a temperatura de 50°C. Foi considerado
como resultado mais adequado aqueles que apresentaram o menor tempo de analise e pureza de

pico.

4.3.1. Preparo de fase movel

Para o preparo do tampao foram pesados 1,36 g de fosfato de potassio monobasico que
foi dissolvido em 1 (um) litro de agua (1,36 g/L). Em seguida, o pH da solucédo foi ajustado

para 3 £ 1 com acido fosforico.

4.4. ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

Os estudos de degradacédo forcadas foram realizadas seguindo as recomendacdes da
Resolugéo-RDC n° 53, de 4, de dezembro de 2015, onde o insumo farmacéutico ativo MSP
(dispersdo 1%), produto acabado (Prostokos® 200mcg) e seu placebo foram expostos a
condicdes forcadas de degradacdo por aquecimento, umidade, solucdo acida, solucdo basica,
solucédo oxidante, exposicdo fotolitica e ions metalicos. O tempo de exposicdo, bem como a
concentracdo ou magnitude do agente degradante foram adotadas para que se atinja uma
reducdo na area do pico principal de pelo menos 10%, idealmente sem ocorrer geracdo de
produtos de degradacdo secundarios. Nos casos em que no final do tempo de exposicdo ndo
houve decaimento significativo a amostra em questdo foi considerada nao suscetivel a esse tipo

de degradacéo.

4.4.1. Degradacdo forcada do insumo farmacéutico ativo e comprimido (PROSTOKOS®
200mcQ)

44.1.1. Preparo da amostra padrdo
Para o preparo da amostra padrédo de dispersdo de MSP pesou-se, em triplicata, 100 mg

de dispersdo, e em seguida foi adicionado 2,5 mL de isopropanol. Em um banho de gelo, a

amostra foi agitada por 10 minutos e em seguida adicionou-se 7,5 mL de agua resfriada. A


https://www.google.com/search?rlz=1C1SQJL_pt-BRBR867BR867&sxsrf=ALeKk02i4XzmjiFu0SBmpIx4eOtkFjGnXg:1618686503976&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSnawMgIA1QfSVlIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi5r8mQ_YXwAhWKqJUCHdiqAxoQmxMoATAZegQIHhAD
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amostra foi retirada do banho de gelo e agitada em vértex. Em seguida, sonicou-se por 5
minutos até completa dissolucéo da dispersdo. Por fim, foi transferida para um vial e analisada
de acordo com a descri¢do da metodologia analitica.

(Concentragdo do MSP na amostra = 100 pg/mL)

Para o preparo da amostra padrdo de comprimidos foram pesados individualmente 20
unidades cujos pesos foram anotados para o céalculo do peso médio. Posteriormente, 0s
comprimidos foram triturados para obtengdo de uma mistura de pds que foi utilizada no preparo
das amostras de degradacéo forgada. Pesou-se, em triplicata, quantidade de po referente ao peso
médio, que foi transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de agua. A
amostra foi agitada e sonicada por 30 minutos. Em seguida, completou-se o volume com 2,5
mL de isopropanol e agitou-se em vdrtex. Por fim, a amostra foi filtrada em membrana 0,45
pum (Millex®) e transferida para um vial e analisada de acordo com a descri¢do da metodologia

analitica.

(Concentracdo do MSP na amostra = 20 pg/mL)

Concentracdes superiores a 20 pg/mL foram testadas durante o preparo de amostra,
porém devido a baixa relacdo quantitativa farmaco/excipiente dos comprimidos
(aproximadamente 0,02% de farmaco), ndo foi possivel solubiliza-la, impossibilitando a

utilizacdo nas demais etapas do estudo de degradacao forcada.

4.4.1.2. Degradacdo bésica

Para que fosse possivel a realizacdo do teste de degradacdo forcada, foi necessario

realizar algumas alteragdes na descri¢do da metodologia descrita anteriormente, como segue:

Foram pesados 100 mg de dispers@o em triplicata e em seguida adicionou-se 7,5 mL da solucéo
degradativa de hidroxido de sdédio 5 mM. A amostra foi agitada em vortex e em seguida
sonicada por 5 minutos, até completa dissolucdo da dispersao e houve um repouso de 5 minutos
em temperatura ambiente. Posteriormente, em banho de gelo, fez-se a adigdo de 2,5 mL de
isopropanol. Fez-se a homogeneizacdo em vortex e transferéncia da amostra para vial para
posterior analise como descrito em metodologia analitica.

Para a amostra de comprimidos, pesou-se, em triplicata, quantidade de po referente ao

peso médio, que foi transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de
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hidroxido de sddio 5 mM. A amostra foi agitada e sonicada por 30 minutos. Em seguida,
completou-se o volume com 2,5 mL de isopropanol e agitou-se em voértex. Retirou-se uma
aliquota das amostras nos tempos de exposicdo de 5 h e 18 h que estavam em temperatura
ambiente. Antes da andlise, a amostra foi filtrada em membrana 0,45 um (Millex®) e
transferida para um vial e analisada de acordo com a descri¢do da metodologia analitica.

4.4.1.3. Degradacéo acida

Foram pesados 100 mg de dispersao em triplicata e em seguida adicionou-se 7,5 mL da
solucdo degradativa de acido cloridrico 0,2 M. A amostra foi agitada em virtex e em seguida
sonicada por 5 minutos e permaneceu nessas condi¢des por 8 horas em temperatura ambiente.
Posteriormente, em banho de gelo, fez-se a adicdo de 2,5 mL de isopropanol. Fez-se a
homogeneizacdo em vortex e transferéncia da amostra para vial para posterior andlise como
descrito em metodologia analitica.

Pesou-se, em triplicata, quantidade de po referente ao peso médio dos comprimidos, que
foi transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de &cido cloridrico 0,2
M. A amostra foi agitada em e sonicada por 30 minutos. Em seguida, completou-se o volume
com 2,5 mL de isopropanol e agitou-se. Retirou-se uma aliquota das amostras nos tempos de
exposicdo de 5 h e 24 h que estavam em temperatura ambiente. Antes da analise, a amostra foi
filtrada em membrana 0,45 um (Millex®) e transferida para um vial e analisada de acordo com
a descricdo da metodologia analitica.

Para a amostra de comprimidos pesou-se, em triplicata, quantidade de pé referente ao
peso médio, que foi transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de
acido cloridrico 0,2 M. A amostra foi agitada em e sonicada por 30 minutos. Em seguida,
completou-se o volume com 2,5 mL de isopropanol e agitou-se. Retirou-se uma aliquota das
amostras nos tempos de exposicdo de 5 h e 24 h que estavam em temperatura ambiente. Antes
da analise, a amostra foi filtrada em membrana 0,45 pm (Millex®) e transferida para um vial e

analisada de acordo com a descri¢ao da metodologia analitica.
4.4.1.4. Degradacdo térmica seca (aquecimento)
Foram pesados 200 mg de dispersao em triplicata e dispostos em uma fina camada em

placa de Petri. Posteriormente, as amostras foram levadas a estufa com temperatura controlada

a 90°C, onde permaneceram por 7 dias. Apos decorrido esse tempo, as placas foram retiradas
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da estufa, resfriadas até temperatura ambiente e posteriormente pesou-se 100 mg de dispersdo
de cada uma das placas. Foi adicionado 2,5 mL de isopropanol e em banho de gelo a amostra
foi agitada por 10 minutos para posterior adicdo de 7,5 mL de &gua resfriada. A amostra foi
retirada do banho de gelo e agitada em vortex. Em seguida, sonicou-se por 5 minutos até
completa dissolucgdo da dispersdo. Por fim, foi transferida para um vial e analisada de acordo
com a descricdo da metodologia analitica.

Em placa de Petri, foi distribuido homogeneamente um quantitativo de p6 equivalente
ao calculo de peso médio com um excesso de 200mg (necessarios para compensar possiveis
perdas). Posteriormente, as amostras foram levadas a estufa com temperatura controlada a 90°C,
onde permaneceram por 7 dias. Apos decorrido esse tempo, as placas foram retiradas da estufa,
resfriadas até temperatura ambiente e posteriormente pesou-se quantidade de po referente ao
peso médio dos comprimidos, que foi transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi
adicionado 7,5 mL de agua. A amostra foi agitada e sonicada por 30 minutos. Em seguida,
completou-se o volume com 2,5 mL de isopropanol e agitou-se. Antes da analise, a amostra foi
filtrada em membrana 0,45 um (Millex®) e transferida para um vial e analisada de acordo com

a descricdo da metodologia analitica.

4.4.15. Degradacdo térmica Umida (umidade)

Foram pesados 200 mg de dispersdo MSP em triplicata e dispostos em uma fina camada
em placa de Petri. Posteriormente, as amostras foram levadas a cdmara de estabilidade com
temperatura e umidade controladas a 40°C £+ 2°C / 75% UR £ 5% UR, respectivamente, onde
permaneceram por 7 dias. Apds decorrido esse tempo, as placas foram retiradas da estufa,
resfriadas até temperatura ambiente e posteriormente pesou-se 100 mg de dispersdo de cada
uma das placas. Foi adicionado 2,5 mL de isopropanol e em banho de gelo a amostra foi agitada
por 10 minutos para posterior adigdo de 7,5 mL de &gua. A amostra foi retirada do banho de
gelo e agitada em vortex. Em seguida, sonicou-se por 5 minutos até completa dissolugdo da
dispersdo. Por fim, foi transferida para um vial e analisada de acordo com a descri¢do da
metodologia analitica.

Em placa de Petri, foi distribuido homogeneamente um quantitativo de pé equivalente
ao calculo de peso médio com um excesso de 200mg (necessarios para compensar possiveis
perdas). Posteriormente, as amostras foram levadas a a cdmara de estabilidade com temperatura
e umidade controladas a 40°C £ 2°C / 75% UR + 5% UR, respectivamente, onde permaneceram

por 10 dias. Apos decorrido esse tempo, as placas foram retiradas da estufa, resfriadas até
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temperatura ambiente e posteriormente pesou-se quantidade de pé referente ao peso médio dos
comprimidos, que foi transferida para baldao de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de
agua. A amostra foi agitada em vortex e sonicada por 30 minutos. Em seguida, completou-se o
volume com 2,5 mL de isopropanol e agitou-se em vortex.

Antes da analise, a amostra foi filtrada em membrana 0,45 um (Millex®) e transferida

para um vial e analisada de acordo com a descri¢do da metodologia analitica.

4.4.1.6. Degradacdo oxidante (peroxido de hidrogénio)

Foram pesados 100 mg de dispersdo MSP em triplicata e em seguida adicionou-se 7,5
mL da solucdo de perdxido de hidrogénio 3%. A amostra foi agitada em vortex e em seguida
sonicada com 5 minutos, até completa dissolucdo da dispersdo. A amostra ficou em contato
com a solucgdo degradativa por periodo de 5 e 10 dias em temperatura ambiente. Posteriormente,
em banho de gelo, fez-se a adicdo de 2,5 mL de isopropanol. Fez-se a homogeneizagdo em
vortex e transferéncia da amostra para vial para posterior andlise como descrito em metodologia
analitica.

Pesou-se, em triplicata, quantidade de pé referente ao peso médio dos comprimidos, que
foi transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de perdxido de
hidrogénio 3%. A amostra foi agitada e sonicada por 30 minutos. Em seguida, completou-se o
volume com 2,5 mL de isopropanol e agitou-se. Retirou-se uma aliquota das amostras no tempo
de exposicdo de 7 dias em temperatura ambiente. Antes da analise, a amostra foi filtrada em
membrana 0,45 um (Millex®) e transferida para um vial e analisada de acordo com a descrigdo

da metodologia analitica.

4.4.1.7. Degradagdo sob influéncia de ions metalicos (sulfato de cobre)

Foram pesados 100 mg de dispersdo em triplicata e em seguida adicionou-se 7,5 mL da
solucdo de sulfato de cobre 0,25 M. A amostra foi agitada em vortex e em seguida sonicada
com 5 minutos, até completa dissolugdo da dispersdo. A amostra ficou em contato com a
solucéo degradativa por 1 dia em temperatura ambiente. Posteriormente, em banho de gelo, fez-
se a adicdo de 2,5 mL de isopropanol. Fez-se a homogeneizacdo em vortex e transferéncia da
amostra para vial para posterior analise como descrito em metodologia analitica.

Pesou-se, em triplicata, quantidade de pé referente ao peso médio dos comprimidos, que

foi transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de sulfato de cobre
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0,25 M. A amostra foi agitada e sonicada por 30 minutos. Em seguida, completou-se o volume
com 2,5 mL de isopropanol e agitou-se. Retirou-se uma aliquota das amostras no tempo de
exposicdo de 24 h que estavam em temperatura ambiente. Antes da analise, a amostra foi
filtrada em membrana 0,45 um (Millex®) e transferida para um vial e analisada de acordo com

a descricdo da metodologia analitica.

4.4.1.8. Degradacéo fotolitica

As amostras de fotodegradacdo foram preparadas de acordo com a op¢ao 2 do guia Q1B
do ICH (ICH, 1996).

Foram pesados 200 mg de dispersdo em triplicata e dispostos em uma fina camada em
placa de Petri. Posteriormente, as amostras foram levadas a camara de fotoestabilidade sequindo

a distribuicdo em dois grupos de amostras:

o Grupo 1 (luz visivel): triplicata das amostras dispostas no compartimento do
padrdo de emissdo de luz fluorescente branca fria, projetado para produzir uma emissao
semelhante a especificada na ISO 10977 (1993).

o Grupo 2 (luz ultravioleta): triplicata das amostras dispostas no compartimento
do padrdo de emissdo de luz fluorescente de UV proximo, com uma distribuicédo espectral de

320 nm a 400 nm com uma emisséo de energia maxima entre 350 nm e 370 nm.

As amostras foram expostas a iluminagdo néo inferior a 1,2 milhdes de horas de lux e
uma energia ultravioleta préxima integrada de ndo menos do que 200 watt-hora/metro
quadrado. O mesmo procedimento foi realizado no preparo das amostras controle, que tiveram
a placa de Petri envolvida com papel aluminio para impedir a exposicéo a luz.

Em placa de Petri, foi distribuido homogeneamente um quantitativo de pé equivalente
ao calculo de peso médio com um excesso de 200mg (necessarios para compensar possiveis
perdas). Posteriormente, as amostras foram levadas a cAmara de fotoestabilidade de acordo com
o descrito para degradacéo fotolitica para o IFA.

Apos exposicéo, as placas foram retiradas cAmara, resfriadas até temperatura ambiente
e posteriormente pesou-se quantidade de pé referente ao peso médio dos comprimidos, que foi
transferida para baldo de 10 mL e em seguida foi adicionado 7,5 mL de 4gua. A amostra foi
agitada e sonicada por 30 minutos. Em seguida, completou-se o volume com 2,5 mL de

isopropanol e agitou-se. Antes da analise, a amostra foi filtrada em membrana 0,45 pum
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(Millex®) e transferida para um vial e analisada de acordo com a descricdo da metodologia

analitica.

O mesmo procedimento foi realizado no preparo das amostras controle, que tiveram a

placa de Petri envolvida com papel aluminio para impedir a exposi¢éo a luz.

4.4.2. Degradacao forcada do placebo

O placebo do medicamento Prostokos® foi submetido as seguintes condicGes de

degradacéo forgada:

- Hidrdlise acida;

- Hidrolise alcalina;

- Temperatura;

- Umidade;

- Oxidacdo Perdxido de Hidrogénio;
- lons metalicos sulfato de cobre;

- Fotodegradacao;

O preparo das amostras de placebo, concentracdo do agente degradante e temperatura
do teste seguiram metodologia descrita para “Degradacdo for¢cada dos comprimidos
(PROSTOKOS® 200mcg)” no item 4.5.2. O tempo de exposicdo maximo das amostras do
placebo as condigdes forgadas de degradacédo foi de 10 dias, tempo suficiente para avaliar a
susceptibilidade da amostra nas diferentes condicdes de degradacdo (BHASKAR, R., OLA, M.,
AGNIHOTRI, et al., 2020), exceto para fotodegradacdo onde a amostra as condi¢des descritas
no item 6.3.1.7. (Degradacdo fotolitica) e para a amostra de ions metalicos que ficou exposta
por 24 horas.

Os picos presentes no cromatograma do placebo e presentes no cromatograma do
produto foram desconsiderados, exceto em eventuais situacdes onde fossem observados picos
no mesmo tempo de retencdo no cromatograma do IFA e que fossem mais que 20% maiores no
cromatograma do produto, seguindo as recomendacgdes do GUIA n° 4, versdo 1, de 04 de
dezembro de 2015.
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45. AVALIACAO DE BALANCO DE MASSAS

A avaliacdo do balanco de massas sera realizada através da soma das areas dos picos
cromatogréficos referentes aos produtos de degradacdo com a area remanescente referente ao
sinal analitico do MSP, sendo a analise percentual feita com base nas areas do MSP na amostra
de solucéo padréo, de acordo com a equacao a seguir:

A avaliacdo do balango de massas sera realizada através da soma das areas dos picos
cromatograficos referentes aos produtos de degradacdo com a area remanescente referente ao
sinal analitico do MSP, sendo a anélise percentual feita com base nas areas do MSP na amostra

de solucdo padréo, de acordo com a equacgdo a seguir:

%BM = (Area MSP degradado + areas PDs /Area MSP antes do estresse) *100
4.6. ESTUDO DE CINETICA DE DEGRADACAO

As cinéticas de degradacdo forcada no MSP IFA foram realizadas apenas para as
condicBes &cida e béasica, por possuirem decaimento rapido e pelo fato de o método analitico
apresentado ter tempo de analise longo. No estudo, foram utilizados os agentes degradantes nas
concentracdes de 0,2M e 0,1 M para o HCI; 5mM e 2,5mM para o NaOH; assim como também
foi variada a concentracdo do ativo entre 100 pg e 200 ug.

As coletas da amostra na degradacéo basica foram realizadas nos tempos de 5, 20, 35,
50 e 65 minutos e de 5, 20, 60, 120,180, 240 e 300 minutos para a degradacdo &cida. Estes
tempos foram ajustados a fim de se obter pelo menos 10% de degradacdo em todas as condicdes
avaliadas. As amostras foram preparadas de acordo com os procedimentos descritos nos itens
441.2e4.4.1.3.

Os graficos de regressdo linear foram plotados levando-se em consideracdo a
concentracdo no tempo para a ordem zero; o logaritmo neperiano da concentracdo no tempo
para a primeira ordem e de 1/concentracdo no tempo para a segunda ordem. O valor do
coeficiente de correlacéo foi calculado e 0 melhor modelo de predigéo foi aquele que apresentou
este coeficiente com valor mais proximo de 1 (um). A partir dos dados obtidos, foram
calculados a constante de velocidade de degradacdo (k), seguindo as formulas trazidas no
quadro 5, e 0s parametros cinéticos de meia-vida de degradacédo (T1/2) e meia vida-atil (T90%)

foram realizados baseados nas formulas trazidas no quadro 6 (SINKO, 2008).
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Quadro 5. Expressdes matematicas que definem as ordens de reacéo.

Ordem de reagéo Expressdo matematica
Ordem zero C=Co—kit
Primeira ordem InC=1InCo—kt
Segunda ordem 1/C=1/Co + k.t

Fonte: Adaptado de SINKO, 2008.

Quadro 6. Expressfes matematicas que definem que definem os parametros cinéticos das

reacoes.
Ordem de reacao T Too%
Ordem zero Co/2k (0,1 xCo) / k
Primeira ordem 0,693/k 0,105/k
Segunda ordem 1/Coxk 1/ (9k xCo)

Fonte: Adaptado de SINKO, 2008.

4.7. VALIDACAO DO METODO INDICATIVO DE ESTABILIDADE PARA O IFA MSP
4.7.1. Preparo de solucdes
4.7.1.1. Preparo da solugéo diluente

A solucdo diluente consiste em uma mistura composta de agua ultrapurificada e
isopropanol na proporcdo 75:25 v/v. Com o auxilio de uma proveta de 500 mL, transferiu-se
375 mL de agua para um baldo volumétrico de 500 mL e o volume foi completado com
isopropanol, seguido de homogeneizagéo.
4.7.1.2. Preparo da solucéo padrao

Pesou-se em balanga analitica 10,11 mg do padréo priméario MSP e transferiu-se para

tubo de vidro. Em seguida, foram adicionados 10 mL de solucéo diluente. Por fim, agitou-se

levemente.
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(Concentragédo do MSP na amostra = 1 mg/mL)

4.7.1.3. Preparo da solucédo de HPMC

Pesou-se 100,0 mg da matéria-prima HPMC e em seguida foram adicionados 2,5 mL de
isopropanol. Em um banho de gelo, agitou-se por 10 minutos e adicionou-se 7,5 mL de agua
ultrapurificada resfriada. Apos isso a mistura foi retirada do banho de gelo, e agitada em vortex,
em seguida foi transferida para banho de ultrassom por 5 minutos até completa dissolucéo do
HPMC. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN (nylon), 0,45 um x 13,00 mm de

diametro.

4.7.1.4. Preparo da solucéo da Dispersdao de MSP 1% em HPMC

Pesou-se 100,0 mg de MSP Dispersao 1% e em seguida foram adicionados 2,5 mL de
isopropanol. Em um banho de gelo, agitou-se por 10 minutos e adicionou-se 7,5 mL de agua
ultrapurificada resfriada. Apds isso a mistura foi retirada do banho de gelo e agitada em vortex
e em seguida foi transferida para banho de ultrassom por 5 minutos até completa dissolu¢do do
HPMC. Filtrou-se para um vial usando filtro Millex HN (nylon), 0,45 pum x 13,00 mm de
didmetro.

(Concentragdo do MSP = 0,10mg/mL)
4.7.1.5. Preparo de amostra branco em solugdo degradativa de hidréxido de sédio

Pesou-se 100 mg de HPMC, foram adicionados 7,5 mL da solucdo degradativa de
hidroxido de sodio 5 mM. Agitou-se em vortex e em seguida foi levada ao banho de ultrassom
por 5 minutos, até completa dissolu¢do. Em banho de gelo, adicionou-se 2,5 mL de isopropanol,

homogeneizou-se em vortex e em seguida foram filtradas e transferidas para vial.

4.7.1.6. Preparo de amostra branco em solucéo degradativa de acido cloridrico

Pesou-se 100 mg de HPMC, foram adicionados 7,5 mL da solu¢do degradativa de acido
cloridrico 0,2 M. Agitou-se em vOrtex e em seguida foi levada ao banho de ultrassom por 5
minutos, até completa dissolugdo. Em banho de gelo, adicionou-se 2,5 mL de isopropanol,

homogeneizou-se em vortex e em seguida foram filtradas e transferidas para vial.
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4.7.1.7. Preparo de amostra branco em solugéo degradativa de peroxido de hidrogénio

Pesou-se 100mg de HPMC, foram adicionados 7,5 mL da solucdo degradativa de
peroxido de hidrogénio 3%. Agitou-se em virtex e em seguida foi levada ao banho de ultrassom
por 5 minutos, até completa dissolugdo. Em banho de gelo, adicionou-se 2,5 mL de isopropanol,

homogeneizou-se em vortex e em seguida foram filtradas e transferidas para vial.

4.7.1.8. Preparo de amostra branco em solugdo degradativa de ions metalicos

Pesou-se 100 mg de HPMC, foram adicionados 7,5 mL da solucdo degradativa de
sulfato de cobre 0,25 M. Agitou-se em voértex e em seguida foi levada ao banho de ultrassom
por 5 minutos, até completa dissolu¢do. Em banho de gelo, adicionou-se 2,5 mL de isopropanol,

homogeneizou-se em vortex e em seguida foram filtradas e transferidas para vial.

4.7.2. Execucdo dos testes de validacdo para o insumo farmacéutico ativo

4.7.2.1. Seletividade

Este parametro foi avaliado por meio da analise das seguintes amostras, preparadas

conforme descrito nos subitens da se¢éo 4.3.

* Solugao SQR MSP;

* Solugao MSP 1% dispersao em HPMC,;

* Solugdo SQR MSP tipo A;

* Solugdo SQR MSP tipo B;

* Solugdo SQR MSP tipo 8-EPI;

* Solugdo SQR MSP tipo 12-EPI,

» Fase movel;

* Solucao HPMC;

* Branco em solugdo degradativa de hidroxido de sddio;

* Branco em soluc¢do degradativa de acido cloridrico;
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* Branco em solu¢do degradativa de perdxido de hidrogénio;

* Branco em solu¢do degradativa ions metalicos;

4.7.2.1.1. Avaliacéo dos resultados

Os resultados obtidos foram avaliados quanto ao aparecimento de picos cromatograficos
no tempo de retengdo do MSP, bem como através da avaliacdo da pureza do pico do MSP. O
critério utilizado foi a auséncia de pico no tempo de retencdo do MSP e pureza pico acima de
0,99 calculada pelo programa de aquisicdo e processamento de dados LabSolution®
(Shimadzu®).

47.2.2. Linearidade

A avaliacdo deste parametro foi realizada por meio da analise de 5 preparacdes do
padrdo primario MSP nas seguintes concentracfes: 80, 90, 100, 110 e 120 pg/mL. Tais
concentracfes foram obtidas, por meio de dilui¢bes, em triplicata, a partir de uma solucao
padrdo estoque (1 mg/mL), resultando em 15 solucGes padrdes para analise. Os pontos da curva
de calibracdo foram preparados da seguinte forma:

o 80 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 80 pL da solucdo padrdo mae, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 920 uL de solucdo diluente.
o 90 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 90 pL da solugdo padrdo mae, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 910 pL de solucdo diluente.
o 100 pg/mL.: pipetou-se volumetricamente 100 pL da solucao padrdo mée, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 900 pL de solucdo diluente.
o 110 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 110 pL da solugédo padréo mae, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 890 uL de solucéo diluente.
o 120 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 120 pL da solugédo padrédo mae, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 880 L de solugéo diluente.

Apdbs o preparo das amostras para analise, foram filtradas para os vials, usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 pm x 13,00 mm de diametro e analisadas por CLAE-DAD.

4.7.2.2.1. Avaliacéo dos resultados
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Foi utilizado o método dos Minimos Quadrados Ordinarios com aplicacdo do teste F da
ANOVA para avaliacdo do coeficiente angular com nivel de significancia de 5%, onde a
hipdtese nula (HO) foi de coeficiente angular igual a zero e a hipétese alternativa (H1) foi de
coeficiente angular diferente de zero.A analise gréafica da dispersdo foi realizada pela plotagem
do diagrama de dispersdo com aplicacéo do teste Shapiro-Wilk para avaliacdo da distribuicédo

dos residuos.

A avaliagdo da homoscedasticidade foi realizada pelo teste de Breusch Pagan onde a
hipdtese nula (HO) foi de que a distribuicdo dos residuos é Normal e a hipotese alternativa (H1)

foi de que a distribuicdo dos residuos nao € normal.

4.7.2.3. Faixa de trabalho

A faixa de trabalho foi estabelecida a partir dos estudos de linearidade, juntamente com

os resultados de precisédo e exatidao, de acordo com a aplicacdo pretendida.

4.7.2.4. Limites de deteccdo e quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados baseado na
extrapolacédo da faixa de trabalho estudada, foram utilizadas as seguintes equacGes matematicas,

respectivemente:
LD = (3,3 * Desvio_padrao_residuos)/(coeficiente angular)

LQ=(10*Desvio_padrao_residuos)/(coeficiente angular)

4.7.2.5. Precisdo

A precisdo avaliou a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras preparadas conforme descrito no método analitico validado e foi realizada em dois
niveis:

Repetibilidade - As amostras foram avaliadas sob as mesmas condi¢cdes de operacéo,

mesmo analista e mesma instrumentacdo, em uma Unica sequéncia analitica.
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A repetibilidade foi avaliada através de 9 (nove) determinacdes, contemplando o
intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracles: baixa, média e alta, com 3

(trés) réplicas em cada nivel.

Para o preparo das solucBes de concentragdes: baixa, média e alta (CB, CM, CA),

procedeu-se da seguinte forma:

o CB: pipetou-se volumetricamente 80 pL da solugdo padrdo mée, foi transferida para
tubo de vidro e diluida com 920 pL de solucdo diluente. Concentracdo final da solucdo: 80

pa/mL;
o CM: pipetou-se volumetricamente 100 uL da solucéo padrdo mée, foi transferida para

tubo de vidro e diluir com 900 pL de solucdo diluente. Concentracdo final da solucdo: 100

pa/mL;
o CA: pipetou-se volumetricamente 120 pL da solucdo padrdo mae, foi transferida para

tubo de vidro e diluir com 880 pL de solucdo diluente. Concentracdo final da solugdo: 120
ug/mL.

Apds o preparo das amostras para analise, foram filtradas para os vials, usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 um x 13,00 mm de didametro e analisadas por CLAE-DAD.

Precisdo intermediéria - Deve expressar a proximidade entre os resultados obtidos da

analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias diferentes,
realizada por operadores distintos. As analises contemplaram as mesmas concentracdes e 0

mesmo nimero de determinacgdes descritas na avaliacdo da repetibilidade.

4.7.2.5.1. Avaliacéo dos resultados

Para repetibilidade, foi feita uma analise descritiva através do calculo da media, desvio
padrdo e desvio padrdo relativo, onde este Gltimo foi fixado em 5%. Para a precisdo
intermediaria, foi feita uma analise descritiva através do calculo da média, desvio padréo e
desvio padrdo relativo, onde este ultimo foi fixado em 5%. Para a comparacédo dos resultados
entre dias e analistas foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia
de 5%.

4.7.2.6. Exatiddo
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A exatiddo foi avaliada através de 9 (nove) determinag6es, contemplando o intervalo
linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracfes: baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas em cada nivel.

Para o preparo das solucBes de concentragdes: baixa, média e alta (CB, CM, CA),
procedeu-se da mesma forma descrita para a repetibilidade:

Apdbs o preparo das amostras para analise, foram filtradas para os vials, usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 pum x 13,00 mm de diametro por CLAE-DAD.

4.7.2.6.1. Avaliacéo dos resultados

Aplicamos o teste t-student para avaliarmos uma recuperacdo de 100% dado uma
margem de equivaléncia delta. Assim, temos a hip6tese nula (HO - |Rec-100%|>=delta) e a
hipotese alternativa (H1 - |Rec-100%]<delta). Foi estabelecido um limite inferior de 95% e um

limite superior de 105%, os dados foram analisados com um nivel de significancia de 5%.

4.7.2.7. Robustez

A robustez é um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagbes das

condigdes analiticas.

A robustez do método foi avaliada através da analise em triplicata da concentracdo

média (100%), combinada com variagdes de:
-Fluxo de fase mével (0,9, 1,0 e 1,1 mL/min);
-Temperatura do forno (49; 50 e 51 °C);

-Coluna cromatografica.

4.7.2.7.1. Avaliacéo dos resultados

Para a comparacao dos resultados entre os diferentes niveis dos parametros testados foi
aplicada uma analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%.
4.7.3. Execucdo dos testes de validacdo para o produto acabado
4.7.3.1. Seletividade
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A avaliacdo da seletividade do método para o produto acabado foi avaliada conforme
descrito para o parametro de seletividade do método para o IFA, acrescentadas amostras de

mucosa vaginal suina, tampao fosfato e placebo.

4.7.3.2. Linearidade

A avaliacdo deste parametro foi realizada por meio da analise de 5 preparacdes do
padrdo primario MSP nas seguintes concentragfes: 8, 16, 18, 20, 22 e 24 pg/mL. Tais
concentracOes foram obtidas, por meio de diluigcdes, em triplicata, a partir de uma solucgéo
padrdo estoque (1 mg/mL), resultando em 18 solucBes padrdes para analise. Os pontos da curva
de calibracdo foram preparados da seguinte forma:

o 8 pg/mL.: pipetou-se volumetricamente 8 puL da solucdo padrdo mée, foi transferida para
tubo de vidro e diluida com 992 uL de solucdo diluente.

o 16 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 16 pL da solucéo padrdo mae, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 984 pL de solucédo diluente.

o 18 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 18 pL da solucéo padrdo mée, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 982 pL de solucédo diluente.

o 20 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 20 pL da solugdo padrdo mae, foi transferida
para tubo de vidro e diluida com 980 pL de solucédo diluente.

o 22 pg/mL: pipetou-se volumetricamente 22 pL da solucdo padrdo mae, foi transferida

para tubo de vidro e diluida com 976 pL de solugédo diluente.
Apo0s o preparo das amostras para andlise, foram filtradas para os vials, usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 um x 13,00 mm de didmetro e analisadas por CLAE-DAD.

A avaliacdo dos resultados dos resultados obtidos foi realizada conforme descrito para

avaliacdo de linearidade para 0 método do IFA.

4.7.3.3. Faixa de trabalho, limite de deteccdo e limite de quantificacdo

Os parametros descritos nesta se¢do foram avaliados conforme método para IFA.

4.7.3.4. Precisdo
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A precisdo avaliou a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras preparadas conforme descrito no método analitico validado e foi realizada em dois
niveis:

Repetibilidade - As amostras foram avaliadas sob as mesmas condigdes de operagéo,

mesmo analista e mesma instrumentacdo, em uma Unica sequéncia analitica.

A repetibilidade foi avaliada através de 9 (hove) determinacGes, contemplando o
intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracles: baixa, média e alta, com 3
(trés) réplicas em cada nivel. Para o preparo das solu¢cfes de concentragdes: baixa, média e alta
(CB, CM, CA), procedeu-se da seguinte forma:

Amostras do placebo foram fortificadas para obtencdo de mistura de pos com
concentracdo de 160, 200 e 240 microgarmas de misoprostol por grama de placebo.

Para as amostras de 160 mcg foram pesados 1,6 mg do IFA e adicionados a 19600 mg
de placebo, obtendo assim um total equivalente a 20 comprimidos (peso médio do comprimido
980,2).

Para as amostras de 200 mcg foram pesados 3,0 mg do IFA e adicionados a 19604 mg
de placebo, obtendo assim um total equivalente a 20 comprimidos (peso médio do comprimido
980,2).

Para as amostras de 240 mcg foram pesados 3 mg do IFA e adicionados a 19605 mg de
placebo, obtendo assim um total equivalente a 20 comprimidos (peso médio do comprimido
980,2).

Para o preparo das solucBGes de concentracdes: baixa, média e alta (CB, CM, CA),
procederu-se da seguinte forma:

CB: Pesou-se o equivalente a 1 comprimido (980,2 mg) de Prostokos® de 160 mcg e
em seguida foram adicionados 7,5 mL de agua ultrapurificada. Agitou-se em vortex e foi
transferida para banho de ultrassom por 30 minutos. Adicionou-se 2,5 mL de isopropanol e
seguiu com agitacdo em vortex. Por fim, foram filtradas e transferidas para um vial usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 um x 13,00 mm de didmetro, ou equivalente. Concentracéo final da
solucdo: 8 pg/mL;

CM: Pesou-se 0 equivalente a 1 comprimido (980,2 mg) de Prostokos® de 200 mcg e
em seguida foram adicionados 7,5 mL de &gua ultrapurificada. Agitou-se em vortex e foi
transferida para banho de ultrassom por 30 minutos. Adicionou-se 2,5 mL de isopropanol e

seguiu com agitacdo em vortex. Por fim, foram filtradas e transferidas para um vial usando filtro
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Millex HN (nylon), 0,45 um x 13,00 mm de diametro, ou equivalente. Concentracdo final da
solucdo: 15 pg/mL,;

CA: Pesou-se o equivalente a 1 comprimido (980,2 mg) de Prostokos® de 240 mcg e
em seguida foram adicionados 7,5 mL de &gua ultrapurificada. Agitou-se em vortex e foi
transferida para banho de ultrassom por 30 minutos. Adicionou-se 2,5 mL de isopropanol e
seguiu com agitacao em vortex. Por fim, foram filtradas e transferidas para um vial usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 pm x 13,00 mm de didmetro, ou equivalente. Concentracdo final da
solucdo: 24 pg/mL.

Apbs o preparo das amostras para analise, foram filtradas para os vials, usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 um x 13,00 mm de diametro. As amostras foram injetadas de acordo

com condicBes cromatograficas constantes no item 8.

Precisdo intermediéria - Deve expressar a proximidade entre os resultados obtidos da

analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratdrio, em pelo menos dois dias diferentes,
realizada por operadores distintos. As analises contemplaram as mesmas concentracdes e 0
mesmo numero de determinac@es descritas na avaliacdo da repetibilidade.

A avaliacdo dos resultados foi realizada de acordo com o descrito para precisdo no

método para o IFA.

4.7.3.5. Exatidao

A exatiddo foi avaliada através de 9 (nove) determinag6es, contemplando o intervalo
linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracdes: baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas em cada nivel. Para o preparo das solucdes de concentracGes: baixa, média e alta (CB,
CM, CA), procedeu-se da mesma forma descrita para a repetibilidade.

Apo6s o preparo das amostras para analise, foram filtradas para os vials, usando filtro
Millex HN (nylon), 0,45 um x 13,00 mm de diametro. As amostras foram injetadas de acordo
com condig¢Bes cromatograficas constantes no item 8.

A avaliacdo dos resultados foi realizada de acordo com o descrito para exatiddo no

método para o IFA.

4.7.3.6. Robustez
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A avaliagéo dos resultados foi realizada de acordo com o descrito o ensaio de robustez

no método para o IFA.

48. OTIMIZACAO DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS

4.8.1. Definicdo do modo de ionizacéo e perfil de fragmentacéo

O modo de ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI) do MSP foi testado na polaridade
positiva no espectrdmetro de massas Q-TOF, através de infusdo direta de uma solucao padrao
de com concentragdo de 250 ng. mL™. Foi utilizado um sistema de bomba de infus&o acoplada
a seringa com fluxo constante de 20 pl. min™. O modo de varredura foi executado programando
uma janela de analise entre m/z 50 e m/z 500. O nitrogénio foi utilizado como gés de secagem
em uma vazéo de 3 L/h e temperatura da fonte foi fixada em 150°C, seguindo recomendacdes
do fabricante de acordo com o fluxo de infusdo utilizado. Foi testada energia capilar entre 1500
e 4500 eV, com intervalo de 500 eV entre as avaliacbes. Para fragmentacdo do MSP foram
testados diferentes valores de energias de colisdo, com a finalidade de obtencdo do perfil de
fragmentacdo mais adequado. A calibracdo da fonte foi realizada com a solugéo calibrante

constituida por agua, alcool isopropilico, acido férmico e hidréxido de sodio.

4.8.2. Otimizacéo dos parametros da fonte e acoplamento LC-MS

As condigdes da fonte foram otimizadas de acordo com recomendagdes do fabricante,
tendo em vista o fluxo de fase mdvel utilizado. Foram ajustadas a temperatura da fonte, vazdo
do gas de secagem, voltagem capilar e voltagem da EndPlate Offset. O acoplamento LC-MS

foi feito pelo software HyStar®.
49. ESTUDO DE PERMEACAO IN VITRO
4.9.1. Avaliacéo de recuperacao
Para determinacdo do procedimento de extragdo uma &rea de mucosa referente a area de
difusdo da célula syde-bi-syde foi contaminada, em 3 réplicas, com 20 puL de uma solucédo a

1000 pg/mL de MSP e seca a temperatura ambiente por um tempo de 6 horas. Em seguida, a

mucosa foi cortada em pequenos pedacos, acondicionada em tubo de polipropileno onde foi
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adicionado 1 mL das quatro solugdes extratoras testadas que se consistiram de metanol,
isopropanol, dgua e acetonitrila. Cada amostra foi agitada por 10 min (300 rpm) em mesa
agitadora e sonicadas por mais 20 minutos. Entéo, elas foram filtradas com filtro de seringa

0.45um (Millipore®) e analisadas com o método indicativo de estabilidade.

4.9.2. Preparo das mucosas e montagem do sistema de difusdo

Tecidos vaginais suinos frescos de quatro animais foram coletados em um abatedouro
local (Paulista, Pernambuco - Brasil) e transferidos imediatamente para frasco contendo meio
minimo essencial Eagle mantido a (20 = 1° C). Os tecidos foram lavados com soro fisiologico
e excisados com auxilio de pingas, bisturis e tesouras cirargicas em até 1 hora apos a coleta.

Apos inspegdo visual e medicdo da espessura as membranas mucosas foram fixadas
entre os dois compartimentos das células de difusdo que consistiam em um sistema horizontal
side-bi-side com 3,4 mL de volume interno e area de difusdo de 0,64 cm2 (PermeGear®,
Hellertown, EUA).

O desenho experimental foi dividido de duas formas. No primeiro experimento, no
compartimento doador foi colocado 1 comprimido de misoprostol 200 pg a cada 6 horas e
completado o volume com PBS (pH 5 + 0,1) para 3,4mL (volume do compartimento doador).
Antes da colocacdo do préximo comprimido, foi removido todo o conteddo do compartimento
doador e uma aliquota de 1mL foi filtrada e diluida para anéalise. O compartimento receptor
(3,4mL) foi preenchido com &gua (pH= 7,4) no inicio do experimento, e apenas uma coleta do
liquido receptor (LR) foi realizada neste compartimento, ao final do estudo (24hs).

Ja para o segundo experimento a modificacao realizada em relacdo ao primeiro foi o
namero de coletas de LR. Onde, 1mL foi coletado a cada 6h e reposto com o mesmo volume,
imediatamente antes da coloca¢do de um novo comprimido no compartimento doador,
perfazendo tempo total de 24h de experimento.

Para ambas condicGes experimentais, as células foram mantidas sob constante agitacdo
magnética (600 rpm) e temperatura (37 °C) através de um banho de agua circulante. Todas as
amostras foram filtradas através de um filtro de seringa de 0,45 um de tamanho de poro
(Millex®, MerckMillipore®, Burlington, EUA) e devidamente diluidas antes da anélise. O

procedimento foi realizado em quadruplicata.
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S. RESULTADOS

5.1. DESENVOLVIMENTO DO MIE

O objetivo principal do MIE desenvolvido foi separar o MSP de seus PDs gerados no
estudo de degradacéo forcada, bem como de suas impurezas. Como a fase estacionaria descrita
na monografia da farmacopeia americana nao estava disponivel, optou-se pela escolha de
colunas semelhantes a preconizada. Diversos testes foram realizados para estabelecimento das
melhores condigdes cromatograficas.

Inicialmente, utilizou-se as condi¢cGes cromatograficas descritas no item 4.4
(Desenvolvimento do método indicativo de estabilidade). Quanto as colunas testadas, aquelas
que apresentaram melhor retencdo e separagdo cromatogréafica entre o MSP, impurezas e PDs
foram as Purospher Star C8 (150 x 4,6mm, 5 um) e a Luna C8 de 30 x 2.0 mm. A coluna
Kinetex fenil-hexil (50 x 4.6 mm) e a Kinetex C18 (150 x 2.1) ndo proporcionaram retencao
adequada ao MSP, que apresentou tempo de retencdo (TR) ainda no volume morto das colunas
e por isso ndo foram selecionadas para os refinamentos do método.

As fases mdveis constituidas da mistura de diferentes proporgdes de dgua e metanol,
agua e acetonitrila e agua e isopropanol ndo eluiram o MSP ou este ndo pbde ser evidenciado
nos cromatogramas, mesmo ap0s longos periodos de analise. A acidificacdo das fases também
ndo solucionou o problema descrito. A incorporacdo de tampdo fosfato na fase aquosa
proporcionou ganho de retencdo ao MSP, mas apenas quando a fase organica foi constituida de
isopropanol. As misturas de tamp&o fosfato com acetonitrila ou metanol ndo levaram a
resultados onde fosse possivel observar a presenca do sinal analitico do MSP. Dessa forma, a
mistura de tampéo fosfato e isopropanol, que inclusive € a descrita na USP, foi selecionada para
ajustes de proporcéo e fluxo.

O modo de eluicdo gradiente, onde foi possivel obter pureza de pico, proporcionou
tempos de retencdo para 0 MSP em cerca de 66 minutos e tempo total de analise de duas horas,
por isso esses resultados nao foram considerados. No modo isocratico, as propor¢des 50:50,
60:40 e 70:30 (fase aquosa: fase organica), ndo proporcionaram separac¢ao da impureza 8-epi-
MSP e MSP que ndo apresentou pureza de pico. Esta separacdo sé foi observada quando se
utilizou as proporgdes 75:25 e 73:27 (fase aquosa: fase orgénica) e fluxo de 1 mL.min™,

O menor tempo de retencdo para o MSP (24,9 minutos) e todas as impurezas, 0 que
proporcionaria um menor tempo de analise, foi obtido utilizando a coluna Luna na proporcao

73:27, porem a resolucdo entre o MSP e o0 8-epi-MSP foi de 1,38, mesmo valor para quando se
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utilizou esta coluna e proporcdo de fase mével 75:25. A coluna Purospher Star, por sua vez,
demonstrou valores de resolucdo superior, fator determinante para sua selecdo. Apesar da
proporcdo de fase movel 75:25 ter proporcionado uma resolucdo superior, os tempos de
retencao de todos os analitos foram superiores a quando se utilizou a proporgao 73:27, que por
isso foi elegida para uso.

Além disso, a proporcdo 73:27, nas condi¢des anteriormente descritas, foi testada com
um fluxo de 1,5 ml.min. Para a coluna Luna, ndo foi possivel a obtencéo de resultados, pois a
pressao obtida foi superior a pressdo méxima do sistema. Para coluna Purospher Star, apesar da
reducdo dos tempos de retencdo, houve deformacéo dos picos e um consideravel aumento no
gasto de solventes. Dessa forma, o método teve como fase estacionaria a coluna Purospher Star
e fluxo de 1,0 ml.min. O volume de injecao foi fixado em 50 L, a temperatura do auto injetor
em 5 °C, e a temperatura do forno em 50°C. O resumo dos resultados mais promissores é
descrito na tabela e figura 6, bem como nos cromatogramas trazidos nos resultados de
degradacéo forcada apresentados nos itens 5.2.

A selecdo do comprimento de onda para as analises foi realizada através da avaliacdo
do balanco de massas observado nas amostras de degradacéo forcada. Foi dado preferéncia as
amostras que apresentaram uma maior taxa de degradacéo e geracéo de produtos de degradacéo,
como na degradacgéo basica. Foram testados comprimentos de onda entre 200 e 205 nm, como
base a monografia da USP.

Como podemos observar na figura 7, o comprimento de onda em 205 nm, valor
preconizado pela farmacopeia americana para quantificagdo de impurezas organicas,
apresentou um balanco de massas de 118,63%, enquanto 200 nm apresentou valor de 108,63%.
Neste tipo de avaliacdo, quanto maior a proximidade de 100%, maior a capacidade do método
em detectar e quantificar os PDs gerados com precisdo e tem sido preconizado por agéncias
regulatérias como FDA e ANVISA. A obtencdo do balanco de massas, pode se mostrar um
desafio em algumas situagdes, principalmente naquelas onde o analito e seus PDs apresentam
absortividade molar distintas, pela perda de PDs potencialmente volateis, formagdo de
compostos com auséncia de grupos cromaforos ou ainda a formagéo de compostos com eluicédo

no volume morto ou de alta retencéo na coluna.



Tabela 6. Resumo dos principais resultados obtidos no desenvolvimento do MIE.

Fonte: O autor.
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Condic0es testadas

Pardmetros
Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5

Modo de Eluicao Isocrético Isocrético Isocrético Isocrético Isocrético
Fase Movel Tampéo pH 3 73% Tampdo pH 3 75% Tampdo pH 3 73% Tampdo pH 3 75% Tampdo pH 3 75%

Isopropanol 27% Isopropanol 25% Isopropanol 27% Isopropanol 25% Isopropanol 25%
Fluxo 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min 1,5 mL/min
Coluna Luna C8 150 x 4,6mm | Luna C8 150 x 4,6mm | Purospher STAR, Purospher STAR, Purospher STAR,

C8 150 x 4,6mm C8 150 x 4,6mm C8 150 x 4,6mm
Temperatura do forno 50°C 50°C 50°C 50°C 50°C
Comprimento de onda 200 nm 200 nm 200 nm 200 nm 200 nm
Volume de Injecéo 50 pL 50 pL 50 puL 50 pL 50 pL
RESULTADOS

Tr do MSP 24,90 min 37,59 min 25,75 min 30,75 min
Tr do 12-EPI-MSP 20,70 min 30,70 min 21,41 min 25,70 min Perda da eficiéncia da
Tr do 8-EPI-MSP 22,70 min 34,17 min 23,29 min 27,93 min Coluna
Tr do MSP Tipo A 43,10 min 68,07 min 45,42 min 50,98 min - Picos deformados —
Tr do MSP Tipo B 44,60 min. 78,80 min 52,19 min 57,91 min | vida util
R 12-EPI-MSP e 8-EPI-MSP | 1,30 1,51 1,39 1,63 1 Gasto de solvente
R 8-EPI-MSP e MSP 1,38 1,38 1,75 1,99 Ganho de Tr muito
R 12-EPI-MSP e MSP 2,58 2,84 3,06 3,45 discreto
R MSP tipo Ae MSP tipo B | 2,06 2,16 2,86 3,08
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Figura 6. Cromatograma do MSP e suas impurezas obtidos com a coluna Luna (Testes 1 e 2)
e com a coluna Purospher STAR (Testes 3,4 e 5). Legenda: 1 (12-EPI-MSP), 2 (8-EPI-MSP),
3 (MSP), 4 (MSP A) e 5 (MSP B).
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Figura 7. Avaliacéo de balanco de massas utilizando diferentes comprimentos de onda da faixa UV.
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Fonte: o autor.

5.2. DEGRADACAO FORCADA

Os resultados a seguir estdo descritos como percentual de degradacao e pureza de pico
cromatogréfico relativo ao MSP. Nos casos onde produtos de degradacao foram observados, 0s
tempos de retencdo foram registrados, o balanco de massas foi calculado e sua representacéo
gréfica pode ser encontrada na figura 16.

A baixa relacdo quantitativa farmaco/excipiente nos comprimidos mostrou-se um
empecilho na avaliagdo do balan¢o de massas para o produto acabado, tendo em vista a baixa
intensidade dos picos formados na maioria das condicdes de estresse, como discutido nas se¢oes
seguintes. Em trabalho publicado por Carr et al (2012), os autores descrevem o0
desenvolvimento de um método analitico para quantificacdo de MSP e seus produtos de
degradacdo em comprimidos e evidenciaram esta mesma dificuldade, cujo método néo
apresentou sensibilidade satisfatéria para determinacdo de todos os produtos de degradacdo
observados.

Os quadros 7 e 8 trazem um resumo dos PDs encontrados tanto para o IFA, quanto para

0s comprimidos.



Quadro 7. Produtos de degradacéo encontrados para o insumo farmacéutico ativo.

Trdo | rrpp1 | Trep2 | Trep | 1 PD4
MSP 1 min) min) | 3(min) | (M
(min)
Hidrolise Acida 25,83 11,00 - 51,89 N/A
Hidrolise Alcalina 26,60 11,65 24,27 52,65 N/A
Teperatura 27,85 25,11 55,32 N/A N/A
Umidade 27,69 21,41 24,01 45,42 53,00
Peroxido de 27,85 19,23 24,68 54,59 NIA
hidrogénio
lons metalicos 26,21 11,60 24,78 54,04 N/A
Fotodegradagao 2769 | 24,44 N/A N/A NIA
Visivel
Fotodegradacdo UV 27,69 N/A N/A N/A N/A
Fonte: o autor.
Quadro 8. Produtos de degradacao encontrados para os comprimidos.
Trdo |\ 1rpp1t | Trep2 | TreD
MSP . . i
(min) (min) (min) 3(min)
Hidrolise Acida 27,32 11,92 24,85 54,10
Hidrolise Alcalina 27,35 11,92 24,85 54,1
Teperatura 27,41 24,94 54,62 N/A
Umidade 25,01 N/A N/A N/A
Peroxido de 27,41 N/A 24,97 N/A
hidrogénio
lons metélicos 27,41 N/A N/A N/A
Fotodegradagdo 25,01 N/A N/A N/A
Visivel
Fotodegradacéo UV 25,01 N/A N/A N/A

5.2.1. Degradacdo basica e acida

Fonte: o autor.
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De acordo com a tabela 7 que descreve o resumo dos resultados obtidos na degradacéo

basica, observa-se que o teor remanescente de MSP IFA foi de 86,13% ap6s 5 minutos de

exposicdo, ou seja, produziu-se um decaimento de 13,87% em relacdo a area do MSP que nao

foi exposto ao estresse. Foi observado a formacéo de 3 (trés) produtos de degradacédo (figura
8), com um balango de massas de 108,62% e o sinal analitico do MSP apresentou pureza de
pico, demonstrando que ndo houve sobreposicdo de sinal do MSP e nenhum de seus PDs.

J& 0 MSP comprimidos que ficaram expostos a solucéo de hidroxido de sodio durante

5h apresentaram degradacéo de 4,53% e por isso as amostras foram reanalisadas apds 18 h de



80

exposicdo. O contato levou a uma degradacédo de 20,17% e o teor remanescente do MSP foi de

79,83%, alem disso, houve a formacao de 3 (trés) PDs. O balanco de massas nesta condicéo foi

de 99,45% e a pureza de pico do MSP ndo evidenciou coeluicdo. Estes resultados séo trazidos

na tabela 7 e figura 8.

Figura 8. (a) Cromatogramas de branco NaOH. (b) Padrdo MSP. (c) IFA submetido ao
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Fonte: o autor.
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Os PDs gerados nos comprimidos apresentam tempos de retencdo correlacionados com

aqueles observados na degradacdo da dispersdo, o que nos traz evidéncias de que sejam as

mesmas entidades quimicas. Os PD 2 e 3 em ambos casos, que representam possivelmente, o

8-epi-MSP e o MSP B, respectivamente, foram formados em maior quantidade quando

comparados ao PD1.
Como esperado, a matriz do comprimido, mesmo estando parcialmente dissolvida,

retardou o processo de degradacdo do MSP. Para termos uma melhor dimensdo disto, 5 horas
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de exposicdo do comprimido levou a degradacdo equivalente a 32,66% da degradacéo que

ocorreu na dispersdo, exposta apenas 5 minutos.

Tabela 7. Resultados brutos para a degradagéo béasica.

MSP_Ref. IFA | MSP_Teste IFA PD1 PD2 PD3
MSP Ref. CP MSP Teste CP
Parametros Cromatograficos Quantitativos

Réplica_1 3916114 3345435 157635 226355 482861

880837 723015 32322 56333 90284
Réplica_2 3890642 3363992 149601 222846 497361

850789 689488 29887 53358 85011
Réplica_3 3846297 3327101 143184 215080 525938

922631 706468 32765 62232 78568
Média 3884351 3345509 150140 221427 502053

884752 706324 57308 57308 84621
DP 35331 18446 7241 5770 21918

36081 16764 1550 4517 5868
DPR 0,91% 0,55% 4,82% 2,61% 4,37%
4,08% 2,37% 4,89% 7,88% 6,93%
% N/A 13,87 N/A N/A N/A
Degradado 20,17
BM N/A 108,62% N/A N/A N/A
99,45%
Parametros Cromatograficos Qualitativos Média: (+ DP)

Pureza Atende Atende Atende Atende Atende
Tr 26,08+0,28 26,60+0,29 11,6500 | 24,27+0,12 | 52,89+02

27,32+0,2 27,35+0,2 11,92+03 24,85+0,4 | 54,1+0,2

Fonte: o autor.

A tabela 8 e a figura 9 descrevem o resumo dos resultados obtidos na degradacao acida,
onde observa-se gque o teor remanescente de MSP IFA foi de 78,35% ap0s 8 horas de exposicao,
gerando um decaimento de 21,65% em relacdo a amostra padréo e levando a formacéo de 2

(dois) PDs. O balanco de massas observado foi de 95,72 e a pureza de pico do sinal analitico

do MSP néo evidenciou coeluigéo.
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J& os comprimidos que ficaram expostos por 24 h apresentaram uma degradacdo de
60,38% (teor remanescente de 39,62%). Na tentativa de obtencdo de uma degradacdo mais
branca, outras amostras foram preparadas e analisadas apos 5 h de exposicdo. Apesar de ter se
obtido uma degradacdo satisfatdria (31,9%), houve dificuldade de integracdo dos picos dos PDs
gerados, levando a obtengdo de um alto coeficiente de variacdo. Dessa forma, optou-se por
apresentar os resultados de degradacéo acida de 24 h, onde foi observado a formacéo de 3 (trés)
produtos de degradacdo, um balan¢o de massas de 101,23% e pureza de pico para o sinal
analitico do MSP. Os dados completos sdo trazidos na tabela 8 e representados graficamente na
figura 9.

Quando comparamos os PDs 1 e 2 gerados na degradacdo &cida da dispersao,
observamos que eles apresentam tempo de retencdo correlacionados com os PD 1 e 3 gerados
na amostra de produto acabado. Nos comprimidos também foi possivel observar a presenca de
um terceiro degradado (PD2) que ndo estava presente na dispersdo. J& quando observamos 0s
PDs 1, 2 e 3 gerados nos comprimidos nas condi¢Bes &cida e basica, percebemos que eles
apresentam tempos de retencdo correlacionados e provavelmente representam 0s mesmos
compostos.

Ao comparar o tempo de retencdo do MSP B, trazido na tabela 6, com os tempos de
retencdo do PD3 da hidrolise basica, o PD2 da hidrdlise acida do IFA e o PD3 da degradacéo
acida do comprimido, é possivel observar que sdo valores semelhantes (DPR 1,55). Da mesma
forma, o PD2 da degradacdo basica IFA e comprimido apresentaram tempo de retencédo
semelhante ao 8-epi-MSP (DPR 2,9). Tais achados nos trazem fortes indicios de que estes PDs
citados s&o o MSP B e 8-epi-MSP, respectivamente. Porém, a comparagdo dos espectros de
absorcéo (190-800 nm) dos resultados obtidos ndo evidenciou similaridade entre os PDs
encontrados e as impurezas relatadas, provavelmente pela baixa intensidade dos sinais
analiticos.

Kahsay et al. (2015) observaram que a exposicao da dispersao de MSP em solucdes de
HCI 0,025 M e NaOH 0,005 M levou a uma extensa degradacéo do fa&rmaco e a formacéo de
sete produtos de degradacdo. Apesar do método ter se mostrado seletivo, os autores nao
trouxeram nenhuma discusséo da avaliacdo de balangco de massas. Da mesma forma, Carr et al.
(2012) desenvolveram metodologia para quantificacdo de MSP em comprimidos e relataram
uma degradacéao de 49,1% do MSP submetido a HCI 1 M por duas horas.

Neste trabalho os autores ndo deixam claro quantos PDs foram formados em cada
condicdo de estresse, mas relatam que todas condicdes testadas, ao todo, levaram a formacéo

de 3 (trés) PDs. Além disso, os autores fizeram uma comparacao entre 0s espectros de absorcéo
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de UV dos cromatogramas obtidos com dados trazidos na literatura e chegaram a conclusao que

0s PDs observados foram o 8-epi-MSP, bem como a forma A e B do farmaco.

Figura 9. (a) Cromatogramas de branco HCI. (b) Padrdo MSP. (c) IFA submetido ao HCI 0,2
M. (d) Comprimidos submetidos ao HCI 0,2M.
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Tabela 8. Resultados brutos para a degradagéo &cida.
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MSP_Ref. IFA | MSP Teste IFA PD1 PD2 PD3
MSP Ref. CP MSP Teste CP
Parametros Cromatograficos Quantitativos
Réplica_1 4050340 3138362 399821 294370 N/A
880837 723015 32322 56333 90284
Réplica_2 3997205 3131877 418273 268600 N/A
850789 689488 29887 53358 85011
Réplica_3 3878382 3073528 423282 271085 N/A
922631 706468 32765 62232 78568
Média 3975309 3114589 413792 278018 N/A
884752 706324 31658 57308 84621
DP 88045 35707 12356 14215 N/A
36081 16764 1550 4517 5868
DPR 2,21% 1,15% 2,99% 511% N/A
4,08% 2,37% 4,89% 7,88% 6,93%
% N/A 21,65 N/A N/A N/A
Degradado 20,17
BM N/A 95,75% N/A N/A N/A
99,45%
Parametros Cromatogréaficos Qualitativos Média: (x DP)
Pureza Atende Atende Atende Atende Atende
NC NC
Tr 25,83+0,71 25,58+0,57 11,0040,29 NA 51,27+06
27,32+0,2 27,35+0,2 11,92+0,3 | 24,85+0,4 | 54,1+0,1

Fonte: o autor.

5.2.2. Degradacédo térmica seca (aquecimento)

A tabela 9 e a figura 10 descrevem o resumo dos resultados obtidos na degradacdo

forcada do IFA. Observa-se que o teor remanescente de MSP foi de 85,17% ap0s 7 dias de

estresse, ou seja, produziu um decaimento de 14,83% em relacdo a amostra padrdo, levando a

formacéo de 2 (dois) produtos de degradacdo. O balango de massas para esta condigédo foi de

91,17%.
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J& os comprimidos que foram aquecidos por 7 dias apresentaram uma degradacdo de
41,48%, restando um teor remanescente de 58,58% de MSP em relacdo a amostra padrdo. Foi
evidenciado a formacao de 2 (dois) PDs e o balan¢o de massas obtido foi de 77,71. Os dados
brutos sdo trazidos e esquematizados na tabela 9 e figura 10, respectivamente.

O baixo balango de massas encontrado pode ter ocorrido devido a formagao de produtos
de degradacdo, que com a alta temperatura sofreram volatilizacdo ou mudanca de grupos
cromaforos. Dessa forma, ndo puderem ser detectados tendo em vista a instabilidade do MSP
em temperatura ambiente ou neste caso em uma temperatura fora dos padrdes reais de
armazenamento (WU, et al., 2016). Além disso, o sinal analitico do MSP apresentou pureza de
pico adequada, demonstrando que ndo houve coeluicéo.

O PD1, evidenciado em baixa intensidade, e o0 PD2 gerados no aquecimento do IFA
apresentam tempos de retencdo correspondentes com os 2 (dois) PDs observados no
aquecimento da disperséo e devem representar o 8-epi-MSP e 0 MSP-B, respectivamente. Tais
achados sdo corroborados por Collins et al. (1985) que descreveram que 0 aumento da
temperatura em amostras de MSP leva a formacéo do 8-epi-MSP e de MSP-B.

Resultados semelhantes foram obtidos por Kahsay et al. (2015) que preparam solugdes
de MSP e a aqueceram a 75°C por uma hora, onde foi possivel observar a formacéao de 2 (dois)
PDs. A avaliacdo do estresse térmico utilizando solugdes de IFAs que naturalmente se
apresentam no estado sélido ndo tem sido recomendada, ja que outros tipos que reacdes que se
desenvolvem em meio aquoso podem estar presentes (BLESSY et al., 2014). Dessa forma,
deve-se, preferencialmente, submeter o IFA e produto acabado ao calor seco ou associado com
a umidade. Wu et al. (2016) ao desenvolver métodos para quantificacdo do MSP baseado em
ensaio enzimatico relataram a formacéo de 1 (um) PD ap6s submeter o MSP por 12 h a uma
temperatura de 37°C. Para este estudo ndo houve aplicacéo de técnicas para identificacdo deste
PD.

Apesar de ndo haver relatos de estudos de degradagéo forcada utilizando comprimidos
a base de MSP, alguns autores tém relatado que temperaturas superiores a 25°C apresentam a
capacidade de modificar o perfil de dissolucdo dos comprimidos e potencializar a degradacéo
do IFA (HAGEN et al., 2020). Tais dados demonstram a importancia do controle de
temperatura durante todo o ciclo de vida do produto com o intuito de preservar a dosagem dos

compridos, bem como evitar a formacgéo de compostos secundarios.



Tabela 9. Resultados brutos para a degradacéo térmica.

MSP_Ref. IFA | MSP Teste IFA PD1 PD2
MSP Ref. CP MSP Teste CP
Parametros Cromatograficos Quantitativos

Réplica_1 4058155 3310477 40951 197926

848586 493790 39773 112188
Réplica_2 4061440 3469213 42391 199156

856585 494636 26937 135398
Réplica_3 3896738 3454596 40405 193517

830816 495582 30673 127840
Média 4005444 3411429 41249 196866

845329 494669 32461 125142
DP 94157 87732 1026 2965

13190 896 6602 11838
DPR 2,35% 2,57% 2,49% 1,51%

1,56% 0,18% 20,34% 9,46%
% N/A 14,83 N/A N/A
Degradado 41,48
BM N/A 91,11% N/A N/A

Parametros Cromatogréficos Qualitativos: média (+/- DP)
Pureza Atende Atende N/C Atende
Tr 2785 +0.31 27,66+0,06 25,11+0,10 | 55,3240,45
27,41+0,15 27,53+0,03 24,94+0,14 | 54,62+0,06

Fonte: o autor.
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Figura 10. (a) Cromatogramas de branco fase mdvel. (b) Padrdo MSP. (c) IFA submetido ao

aquecimento. (d) Comprimidos submetidos ao aquecimento.
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Fonte: O autor.

5.2.3. Degradacéo térmica Umida (umidade)

A tabela 10 descreve o resumo dos resultados obtidos na degradacédo forcada para esta
condicdo, onde se observa que o teor remanescente de MSP IFA foi de 80,56% ap6s 5 dias de
estresse, ou seja, produziu um decaimento de 19,44% em relacdo a &rea do MSP que ndo foi
exposto a condicdo de estresse, levando a formacdao de 4 (quatro) produtos de degradagdo, como
pode ser observado na figura 11. O balango de massas para esta condicdo foi de 98,49% e o
sinal analitico do MSP apresentou pureza de pico adequada, demonstrando que ndo houve
coeluigdo.

Os comprimidos que ficaram expostos a esta condi¢cdo durante 10 dias apresentaram
degradacéo de 3,09%, onde, de acordo com a tabela 10, observa-se que o teor remanescente de
MSP foi de 96,91%, ou seja, produziu um decaimento de 3,09% em relacdo a area do MSP que

ndo foi exposto a condicdo de estresse e ndo foi evidenciado a presenca de produtos de
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degradacdo (figura 11). O balanco de massas nesta condicédo foi de 96,91% e o sinal analitico
do MSP apresentou pureza de pico, demonstrando que nao houve coeluicéo.

Os resultados obtidos por Wu et al. (2016) evidenciaram a formacdo de 1 (um) PD
quando avaliaram esta condic¢do. No trabalho dos referidos autores, o estudo foi conduzido
utilizando uma camara de estabilidade qualificada em 75% de umidade relativa e 37°C. No
entanto, ndo sdo trazidas discussdes sobre percentuais de degradacdo, nem de balanco de
massas. Outros resultados ndo foram encontrados para comparacdo do MSP dispersédo na

presencga da umidade.

Figura 11. (a) Cromatogramas de branco fase mdvel. (b) Padrdo MSP. (c) IFA submetido a

umidade. (d) Comprimidos submetida a umidade.
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Tabela 10. Resultados brutos para a degradacdo por umidade.
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MSP_Ref. IFA | MSP_ Teste IFA PD1 PD2 PD3 PD4
MSP Ref. CP MSP Teste CP
Parametros Cromatograficos Quantitativos
Réplica_1 3965821 3030420 106149 | 435620 | 120305 | 461560
601563 601058 N/A N/A NA NA
Réplica_2 3970358 3280948 116302 | 461561 | 120769 | 463638
608636 551776 N/A N/A NA NA
Réplica_3 3966811 3277701 105943 | 462879 | 120274 | 468461
566577 569082 N/A N/A NA NA
Média 3967663 3196356 109465 | 453353 | 120449 | 464553
592259 573972 N/A N/A NA NA
DP 2386 143714 5922 15372 277 3440
22520 25002 N/A N/A NA NA
DPR 0,06% 4,50% 541% | 3,39% 0,23 0,76
3,80 4,36 N/A N/A NA NA
% N/A 19,44 N/A N/A N/A N/A
Degradad
0 3,09
BM N/A 94,75% N/A N/A N/A N/A
96,91%
Parametros Cromatogréaficos Qualitativos: média (+/- DP)
Pureza Atende Atende N/C | Atende
Tr 27,69+0,03 26,88+0,03 21,41+ | 24,01+ | 4542+ | 53,00+
0 0 0 0
0 0 0 0
4 1 5 2
25,01+0,39 25,03+0,37 N/A N/A

Fonte: o autor.

No entanto, apesar de ndo ter sido observada degradacdo nos comprimidos submetidos

a umidade de 75% nestes 10 dias, ha varios relatos na literatura de que o aumento da umidade

em comprimidos esteja associado a reducdes, por vezes drasticas, do teor de MSP. A
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degradacdo do MSP em comprimidos foi observada mesmo quando estes estavam expostos a
baixos valores de umidade (BERARD et al., 2014; ANYAKORA et al, 2018; HAGEN et al.,
2020; BIZIMANA et al., 2021).

Berard et al., 2014, descreveu que a umidade associada a temperaturas de
armazenamento de 25°C, aceleram 0 processo de transformacdo do IFA em produtos de
degradacdo. Segundo o autor, a Unica maneira de evitar este tipo de reacdo é a utilizacdo de
blisteres de ALU-ALU selados e destaca que isso deve ser uma recomendacao principalmente
para paises onde os indices de umidade sdo mais elevados.

Os mecanismos que estdo envolvidos em reacOes de degradacao na presenca de umidade
sdo usualmente similares aqueles encontrados nas reacdes presentes em meios acidos e basicos.
Porém, estes desenvolvem velocidades de reacdo superiores, devidos a presenca dos
catalisadores e também pelo fato do meio reacional ser essencialmente aquoso (KARARLI et
al., 1990; PLUTH; BERGMAN; RAYMOND, 2017). Uma comparacdo dos espectros de
absorcéo do PD 3 com as impurezas analisadas evidenciou uma similaridade de 0,96 com o
MSP tipo A, além disso ha uma similaridade alta entre os tempos de retencao deste com aquele.
Ja 0 PD4 apresentou uma similaridade de 0,94 com o MSP tipo B. Tais dados nos trazem fortes
indicios que o PD3 representa 0 MSP-A, enquanto o PD4 o MSP-B. Esta foi a Unica condicéo

de estresse que levou a formagéo de 4 produtos de degradacéo.

5.2.4. Degradacdo oxidante (perdxido de hidrogénio)

O MSP que ficou exposto a solucdo de perdxido de hidrogénio por 5 (cinco) dias
apresentou um incremento de area de 4,94% em relacdo a amostra padrdo e ndo houve a
observacao de formacdo de produtos de degradacdo. Como observado, houve um acréscimo de
sinal que pode ser atribuido a variacdo analitica. Por ndo ter ocorrido uma degradacdo
suficiente, a amostra foi analisada novamente no décimo dia e este resultado é trazido na tabela
11.

Apds 10 (dez) dias, o teor remanescente de MSP foi de 89,52 %, logo, o decaimento foi
de 10,48% em relacdo a area do MSP padrdo e houve a formagdo de 3 (trés) produtos de
degradacdo (figura 12). O balanco de massas para esta condicéo foi de 98,13% e o sinal analitico
do MSP néo apresentou coelui¢éo.

Ja para os comprimidos que ficaram expostos a esta condicdo durante 7 dias em
temperatura ambiente, observa-se que o teor remanescente de MSP foi de 74,19, ou seja,
produziu um decaimento de 25,81 % em relacdo a area do MSP que néo foi exposto a condicéo
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de estresse, levando a formagéo de 1 (um) PD no tempo de 24,97 min. Estes dados s&o trazidos
e ilustrados na tabela 11 e figura 12, respectivamente. O balan¢o de massas nesta condi¢édo foi
de 78,35% e o sinal analitico do MSP apresentou pureza de pico, demonstrando que ndo houve
coeluigao.

O balango de massas obtido pode estar relacionado a formacdo de produtos de
degradacdo cujo método apresentado ndo foi capaz ao menos de detectar. Como descrito no
inicio da sec¢do 5.2, a baixa relacdo quantitativa farmaco/excipiente presente no comprimido
prostokos inviabilizou o preparo de amostras mais concentradas e consequentemente o valor de
MSP na amostra (20 mcg/mL) pode ser inadequado para permitir a deteccao destes degradados.
O excesso de excipientes presentes na amostra nao teve a solubilidade aumentada com maiores
tempos de agitacdo e o uso de aquecimento ou modificadores de pH ndo foram cogitados, dada
a possibilidade de degradacdo. A concentragcdo da amostra poderia ser uma alternativa, mas
pode aumentar consideravelmente o nimero de etapas de preparo da amostra e precisa ser
melhor avaliada.

Ja em relacdo a quantidade de peroxido de hidrogénio utilizada como agente estressor
em alguns trabalhos descritos na literatura, temos relatado que sua concentracao elevada esta
associada a uma maior interferéncia no sinal analitico, principalmente para métodos onde ha
presencga de compostos com baixa retencdo. Trabalhos relatam a utilizagéo de catalizadores ou
mesmo o simples aquecimento das amostras para remocao do excesso de perdxido, porém estas
abordagens podem interferir na taxa de degradacéo do ativo e até levar a formacao de compostos
que naturalmente ndo estariam associados a este tipo de reacdo (WASYLASCHUK et al.,
2006).

Kahsay et al. (2015) investigaram a degradacdo do MSP na presenca de perdxido de
hidrogénio 30% por 1 (uma) hora de exposi¢do. Os autores puderam constatar a presenca de 5
produtos de degradacdo e entre eles o 8-epi-MSP, cuja presenca foi confirmada pela
comparagdo dos sinais obtidos na degradacdo forgada com aquele obtido de uma amostra
padrdo da impureza. Tais resultados, corroboram com os achados neste presente trabalho, uma
vez que podemos encontrar uma correlacdo, entre os tempos de retencdo, do PD2 (IFA) e PD1
(Comprimido) obtido nesta condicdo com o do 8-epi-MSP. A comparacao espectral ndo foi
possivel de ser realizada neste caso, dada a baixa intensidade de sinal. Mas esta mesma analise

foi capaz de evidenciar uma correlacdo de 0,99 entre o PD3 e 0 MSP tipo B.
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Tabela 11. Resultados brutos para a degradacao por peroxido de hidrogénio ap6s 10 dias de

exposicao.
MSP_Ref. IFA | MSP_Teste IFA PD1 PD2 PD3
MSP Ref. CP MSP Teste CP
Parametros Cromatograficos Quantitativos
Réplica_1 4050142 3632382 47542 46973 247512
848586 605247 38319 N/A N/A
Réplica_2 4060157 3658288 50320 46654 267097
856585 634867 34509 N/A N/A
Réplica_3 4072394 3615639 45350 47513 249962
830816 641245 32665 N/A N/A
Média 4060898 3635436 47737 47047 254857
845329 627120 35164 N/A N/A
DP 11144 21488 2491 434 10671
13190 19209 2883 N/A N/A
DPR 0,27% 0,59% 5,22% 0,92% 4,19%
1,56% 3,06% 8,20% N/A N/A
% N/A 10,48 N/A N/A N/A
Degradado 25,81
BM N/A 98,13% N/A N/A N/A
81,25%
Parametros Cromatograficos Qualitativos Média: (+ DP)
Pureza Atende Atende N/C N/C Atende
Tr 27,85+0,32 27,2+0,23 1940,23 24,68+0,22 | 54,59+0,4
27,41+0,15 27,49+0,03 24,97+0,02 N/A N/A

Fonte: o autor.

JaoPDL1 (IFA) encontrado para esta condi¢cdo ndo apresentou correlacdo com os tempos

de retencdo das impurezas ja descrias para 0 MSP, nem foram achados dados na literatura para

fins de comparagdo. Uma proposta de mecanismo de reacdo para formacdo desta entidade

guimica, bem como os resultados de espectrometria de massas encontram-se descritos na se¢do

5.6.2.4.
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Figura 12. (a) Cromatogramas de branco peréxido de hidrogénio. (b) Padrdo MSP. (c) IFA

exposto ao peroxido de hidrogénio. (d) Comprimidos expostos ao peroxido de hidrogénio.
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Fonte: O autor.

Apesar de ser um assunto ainda pouco discutido, varios relatos da literatura tém
demonstrado que a presenca de peroxidos, entre eles o peroxido de hidrogénio, esta associada
a mudanca do perfil de estabilidade de farmacos, excipientes e até mesmo de impurezas
naturalmente presentes em produtos farmacéuticos (Hartauer et al., 2000; Huang; Garceau;
Gao; 2003; Yue et al., 2009). Ainda neste sentido, Wasylaschuk et al. (2007) descreve que a
presenca de peroxidos em insumos farmacéuticos tem sido responsavel por problemas
relacionados ao desenvolvimento de novas formulagdes e por diminui¢ao de tempo de vida util
de muitos produtos. Tais achados reforcam a premissa de que ha necessidade de monitoramento
da presenca dessas substdncias em medicamentos, mesmo que estejam em baixas

concentragoes.
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5.2.5. Degradacéo sob influéncia de ions metalicos (sulfato de cobre)

A tabela 12 descreve o resumo dos resultados degradacgéo obtidos na presenca de sulfato
de cobre. Observa-se que o teor remanescente de MSP IFA foi de 89,9% ap0s 1 dia de estresse,
ou seja, produziu um decaimento de 10,1% em relacdo a &rea do MSP que ndo foi exposto a
condicdo de estresse e levou a formacdo de 3 (trés) produtos de degradacdo (figura 13). O
balanco de massas para esta condicdo foi de 107,5% e o sinal analitico do MSP apresentou

pureza de pico adequada, demonstrando que ndo houve coeluigéo.

J& para os comprimidos que ficaram expostos a esta condi¢do durante 7 (sete) dias em
temperatura ambiente, de acordo com a tabela 12, observa-se que o teor remanescente de MSP
foi de 88,88%, ou seja, produziu um decaimento de 11,12 % em relacéo a area do MSP que néo
foi exposto a condigao de estresse. Porém ndo foi observada a formag&o de nenhum produto de
degradacdo, como evidenciado na figura 13. O sinal analitico do MSP apresentou pureza de
pico, demonstrando que ndo houve coeluicéo e balango de massas foi de 88,88%, que pode ter
ocorrido devido a formacao de PDs com baixa intensidade de sinal.

Na literatura ndo foram encontrados dados relacionados a degradacdo do MSP na
presenca do sulfato de cobre. Os ions metalicos, a exemplo do cobre, funcionam como
catalizadores de reac0es, principalmente daquelas que envolvem processos de oxidacgdo. Apesar
de ser uma avaliacdo recomendada na RDC 53 de 2015, pouca tem sido aplicacdo deste agente
nos testes de estresse. O guia ICH Q3B ao recomendar as diferentes condi¢des que devem ser
avaliadas inclui apenas reacOGes de oxidacdo e para isso a grande maioria das abordagens
utilizam o peroxido de hidrogénio (ICH, 2006; BRASIL, 2015; HUANG et al., 2015).

Se fizermos uma comparacédo entre os PDs gerados do IFA na presenca do sulfato de
cobre com aqueles gerados na presenca do peroxido de hidrogénio, podemos perceber que 0s
PDs 2 e 3, em ambos casos, se equivalem em relacdo ao tempo de retencdo. Por isso,
possivelmente representam as mesmas entidades quimicas (8-epi-MSP e MSP-B,
respectivamente) e devem ter sido formados pela presenca da agua na amostra e ndo por acéo

direta do agente de estresse.
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Figura 13. (a) Cromatogramas de branco sulfato de cobre. (b) Padréo MSP. (c) IFA exposto

ao sulfato de cobre. (d) Comprimidos expostos ao sulfato de cobre.
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J& 0 PD1 de cada condigéo apresenta tempos de retengdo distintos e ndo correlacionados

com os tempos de retencdo das impurezas monitoradas. Porém, o PD1 gerado pela exposicéo

ao sulfato de cobre apresenta 0 mesmo tempo de retencdo do PD1 gerado nas hidrolises acida

e basica. Dessa forma, acredita-se que neste caso estejamos diante de PDs formados por uma

acdo direta do sulfato de cobre e perdxido de hidrogénio, o que evidencia que se pode esperar

resultados diferentes mesmo utilizando agentes estressores que, em teoria, se equivalem.



Tabela 12. Resultados brutos para a sulfato de cobre.
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MSP_Ref. IFA | MSP_Teste IFA | PD1 IFA | PD2 IFA | PD3 IFA
MSP_Ref. CP MSP_Teste CP | PD1CP | PD2CP | PD3CP
Parametros Cromatograficos Quantitativos
4024301 3449641 36897 16580 612965
Réplica_1 867974 777390 N/A N/A N/A
3767009 3465750 38275 17225 668258
Réplica_2 904098 797862 797862 N/A N/A
3767650 3475796 35515 18884 634530
Réplica_3 890844 791463 N/A N/A N/A
3852987 3463729 36896 17563 638584
Meédia 887639 788905 N/A N/A N/A
148363 13194 1380 1189 27869
DP 18274 10473 N/A N/A N/A
3,85% 0,38% 3,74% 6,77 4,36%
DPR 2,06% 1,33% N/A N/A N/A
N/A 10,10 N/A N/A
% Degradado 11,12 N/A
N/A 107,88% N/A N/A
BM 88,88% N/A
Parametros Cromatogréaficos Qualitativos média: (+/- DP)
Pureza Atende Atende N/C N/C Atende
26,21 + 27,36 + 1160 | 2478 54.04
0,64 0,40 £033 | 2012 | 057
Tr 27,41+0,15 27,49+0,03 NUA N/A A

Fonte: o autor.
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5.2.6. Degradacéo fotolitica

5.2.6.1. Luz visivel

A tabela 13 e a figura 14 trazem o resumo dos resultados obtidos na degradacao forgada
para esta condicdo. Pode-se observar gue o teor remanescente de MSP (IFA) foi de 85,37 %,
ou seja, produziu um decaimento de 14,63% em relacdo a area do MSP que ndo foi exposto a
condigéo de estresse, levando a formacéo de 1 (um) produto de degradacado (figura 14). Para os
comprimidos obteve-se um teor remanescente de 90,98%, ou seja, houve decaimento de 9,02%
em relacdo a area do MSP que ndo foi exposto a condicdo de estresse.

O balango de massas para o IFA foi de 87,38% e para os comprimidos foi de 90,98%.
Tais achados possivelmente podem ser explicados pela formacao de produtos de degradacao
sem a presenca de grupos cromdéforos ou de produtos de degradacao volateis o que impossibilita
sua deteccdo pela técnica de andlise utilizada (JAMROGIEWICZ; WIELGOMAS, 2013;
NARAYANAM; SINGH, 2014).

Ja as amostras controle do IFA e comprimidos, submetidas a essa mesma condig&o,
apresentaram um teor remanescente e balango de massas de 100,7%, 98,44% com um
decaimento de -0,7%, 1,56%, respectivamente. Isso demonstra que a degradagéo gerada na
amostra exposta a condicdo de estresse apresentou diminuicéo de seu teor devido a presenca da

luz e n&o por outro fator como a temperatura da camara.
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Tabela 13. Resultados brutos da degradagdo por luz visivel.

MSP_Ref. IFA | MSP_Teste IFA | MSP_Controle IFA | PD1 IFA
MSP_Ref. CP MSP_Teste CP | MSP_Controle CP | PD1CP
Parametros Cromatograficos Quantitativos
Réplica_1 3965821 3474312 4049137 87644
601563 528902 597307 N/A
Réplica_2 3970358 3300305 3962954 79458
608636 525112 552124 N/A
Réplica_3 3966811 3376766 3973883 82688
566577 562544 599693 N/A
Meédia 3967663 3383794 3995325 83263
592259 538853 583041 N/A
DP 2386 87216 46922 4123
22520 20605 26802 N/A
DPR 0,06% 2,58% 0,10% 4,95%
3,80 3,82 4,60 N/A
%Degradado N/A 14,72 -0,7 N/A
9,02 1,56
BM N/A 87,38% 100,70 N/A
90,98 98,44
Parédmetros Cromatogréficos Qualitativos: Média (+ DP)
Pureza Atende Atende Atende Atende
Tr 27,69+0,03 26,89 26,93 24,44
+0,04 0,07 +0,05
25,01 25,24 24,87 N/A
+0,39 +0,33 +0,42

Fonte: o autor.
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Figura 14. (a) Cromatogramas de branco fase mdvel. (b) Padrdo MSP. (c) IFA submetido a
luz visivel. (d) Comprimido submetida a luz visivel.
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Fonte: o autor.
5.2.6.2. Luz UV

A tabela 14 descreve o resumo dos resultados obtidos na degradacéo forgada para esta
condigdo. Pode-se observar que o teor remanescente de MSP (IFA) foi 87,75%, ou seja,
produziu um decaimento de 12,25% em relacédo a area do MSP que néo foi exposto a condi¢do
de estresse. Ja para os comprimidos obteve-se um teor remanescente de MSP 86,92%, ou seja,
produziu um decaimento de 13,08% em relacdo a area do MSP que n&o foi exposto a condicéo
de estresse. N&o foi detectada a presenca de produtos de degradagdo para ambos tipos de
amostra (figura 15). O balanco de massas para o IFA foi de 87,6 % e para os comprimidos foi
de 86,92% e ndo foi observada coeluicdo. A discussdo para caso semelhante ja foi trazida na
secéo anterior.

J& as amostras controle do IFA e comprimidos, submetidas a essa mesma condicéo,
apresentaram um teor remanescente e balanco de massas de 99,83 %, 104,64 % com um

decaimento de 0,17%, -4,64%, respectivamente. Isso demonstra que a degradacdo gerada na
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amostra exposta a condi¢édo de estresse apresentou diminuicéo de seu teor devido a presenca da

luz visivel e ndo por outro fator como a temperatura da camara.

Tabela 14. Resultados brutos da degradacéo por luz ultravioleta.

MSP_Ref. IFA MSP_Teste IFA MSP_Controle IFA
MSP_Ref. CP MSP_Teste CP MSP_Controle CP
Parametros Cromatogréaficos Quantitativos
Réplica_1 3965821 3560328 3876945
601563 497645 619730
Réplica_2 3970358 3391306 4016148
608636 521690 608470
Réplica_3 3966811 3561907 3989544
566577 525052 631698
Média 3967663 3504514 3960879
592259 514796 619730
DP 2386 98044 73896
22520 14948 11630
DPR 0,06% 2,80% 1,87%
3,80 2,90 1,88
%Degradad | N/A 11,67 0,17
0 13,08 4,64
BM N/A 88,83 99,933
86,92 104,64
Parametros Cromatograficos Qualitativos: Média (+ DP)
Pureza Atende Atende Atende
Tr 27,69 27,05 27,62
+0,03 10,07 +0,10
25,01 25,15 25,12
10,39 10,01 10,15

Fonte: o autor.



101

Figura 15. (a) Cromatogramas de branco fase mdvel. (b) Padrdo MSP. (c) IFA submetida a

luz ultravioleta. (d) Comprimidos submetidos a luz ultravioleta.
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Figura 16. Avaliacdo do balanco de massas para degradacdo do MSP IFA nas de estresse basico, &cido, temperatura, umidade, peréxido
de hidrogénio, ions metalicos, luz visivel e luz ultravioleta, respectivamente.
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Fonte: o autor

Os numeros dos PDs trazidos na figura 16 ndo representam, necessariamente, o tipo de PD gerado e sim a ordem em que cada um deles

Teor %

Tempo (Dias)

aparecem nas amostras de degradacdo forgada.
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5.3. DEGRADACAO FORCADA DO PLACEBO do comprimido PROSTOKOS® 200mcg

Os resultados obtidos para o placebo do comprimido PROSTOKOS® 200mcg nas
diferentes condicOes de degradacdo ndo evidenciaram a formagédo de nenhum interferente no
tempo de retencdo do MSP e nem gerou PDs que pudessem ser evidenciados nos

cromatogramas analisados.

5.4. ESTUDO DE CINETICA DE DEGRADACAO

5.4.1. Cinética de degradacéo forcada em condicao béasica

O estudo de cinética de degradacéo forcada por hidréxido de sédio foi realizado através
da observacéo do decaimento da concentracdo do MSP 100 pg/mL exposto ao NaOH 2,5e 5
mM. Além disso, foi investigado o perfil de decaimento do MSP 200 pg/mL exposto o NaOH
5 mM. A partir destes resultados foram construidos os graficos de regressao linear para
definicdo do perfil cinético que melhor descreve o decaimento da concentracdo do MSP. Os
dados séo trazidos na tabela 15.

Ao analisar a figura 17 é possivel observar que o decaimento do MSP exposto ao NaOH
5 mM apresentou valor de coeficiente de correlagdo superior para 0 modelo de ordem zero (r?:
0,9846) quando comparado aos resultados de primeira (r>: 0,9327) e segunda ordem (r?:
0,8807), respectivamente. Tal resultado demonstra que a degradacdo do MSP nesta condigéo
experimental parece ndo depender da concentracdo do ativo nem da concentragcdo do agente
degradante. A primeira vista, tal achado parece nio ser condizente com experiéncias e praticas
vivenciadas pelo autor deste trabalho. Uma vez que outras concentracdes de NaOH foram
utilizadas na fase de desenvolvimento do MIE e a degrada¢do do MSP chegou a ser completa
em alguns minutos utilizando NaOH 0,1 M (dados ndo apresentados).

No entanto, alguns autores demonstraram cinética de ordem zero para o diclofenaco
guando na utilizacdo de hidréxido de sédio como agente estressor. Além disso, algo relevante
de ser descrito € que os autores evidenciaram que a cinética de ordem zero esteve presente
apenas quando a faixa de concentracdo do diclofenaco foi de 40-80 mg/mL e mudou esse perfil
para cinética de primeira ordem quando houve diminui¢do da concentragdo do ativo para faixa
de 2,5-5 mg/mL (NADDEO et al.,, 2010). Tais achados demonstram que a exemplo do
diclofenaco, o MSP também possa apresentar este duplo perfil a depender da concentracdo do

ativo.
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Por outro lado, quando foi utilizado NaOH 2,5 mM e aumentada a concentragédo de MSP
(200 pg/mL) observou-se que para ambos os testes os valores de r? foram préximos dentro da
mesma condicdo e iguais quando comparado o mesmo tipo de perfil cinético entre as duas
condicdes. O maior valor obtido foi para 0 modelo de primeira ordem (r% 0,9491), porém
praticamente igual ao de segunda ordem (r%: 0,949) e de ordem zero (r*: 0,9488).

Figura 17. Representacdo gréafica das cinéticas de ordem zero, primeira ordem e segunda

ordem para a degradacdo de MSP submetido a hidrolise basica.

a) NaOH5mM b) NaOH 2,5 mM
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S 5 R? = 0,9488 R? = 0,9491
40 Secunda ordem © 40 Segunda ordem
y =-0,0114x + 4,5024 Y =0,0002x +0,0101 y = 2E-05x + 0,0099
20 R2 = 0,9327 R? = 10,8807 20 R?=0,949
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Minutos Minutos
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40 R?=0,949
0
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Minutos

Fonte: o autor.

Dessa forma, os pardmetros cinéticos de constante da velocidade de degradacdo (k),
meia-vida de degradacdo (T1/2) e meia vida-Util (T90%) foram calculados levando em
consideracdo o modelo de ordem zero como 0 mais adequado para o teste com NaOH 5 mM,;
para 0s demais testes calculou-se os parametros para todos os modelos cinéticos a fim de

determinar aquele que apresentara a melhor predizibilidade. Os dados sdo trazidos na tabela 16.
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Tabela 15. Dados de C (concentragdo em pg/mL), Log C (logaritmo neperiano da
concentracdo) e 1/C (inverso da concentracdo) adquiridos em andlise da solucdo de do MSP

IFA submetida a degradacéo basica.

Tempo (min) Condicao C LnC 1/C

5 NaOH 2,5 mM 98,45 4,590 0,01016
NaOH 5 mM 84,98 4,442 0,0118

MSP 200 pg/mL 19,56 2,973 0,0511

20 NaOH 2,5 mM 98,45 4,590 0,01016
NaOH 5 mM 77,56 4,213 0,0148

MSP 200 pg/mL 19,56 2,974 0,0511

35 NaOH 2,5 mM 94,54 4,549 0,01058
NaOH 5 mM 63,89 4,157 0,0157

MSP 200 pg/mL 18,78 2,933 0,0532

50 NaOH 2,5 mM 91,73 4,519 0,01090
NaOH 5 mM 55,88 4,023 0,0179

MSP 200 pg/mL 18,22 2,903 0,0549

65 NaOH 2,5 mM 89,41 4,493 0,01118
NaOH 5 mM 39,77 3,683 0,0251

MSP 200 pg/mL 17,76 2,877 0,0563

Fonte: o autor.

Ao fazer uma comparagdo entre os dados obtidos para as cinéticas de ordem zero, a
constante de degradacdo para a amostra em NaOH 5 mM foi de 3,005 pg/min, o que representa
um valor em cerca de 18,43 vezes maior que quando foi utilizado NaOH 2,5 mM e 8,46 vezes
maior que quando utilizado NaOH na mesma concentracdo e o dobro da concentragdo do ativo.
Os resultados mostram ndo haver relacao diretamente proporcional entre as concentraces dos
agentes degradantes ou a concentragdo do ativo e a variacdo desses parametros promoveu um

aumento consideravel nos tempos de T90% e T1/2.



Tabela 16. Parametros cinéticos calculados para 0 MSP na degradacéo basica.
NaOH 5 mM
Parametro Ordem zero Primeira ordem | Segunda ordem
Kk 3,005
T1/2 16,64 NA
T90 3,33
NaOH 2,5 mM
Parametro Ordem zero Primeira ordem Segunda ordem
Kk 0,163 0,002 1,822E-05
T1/2 306,97 402,513 548,93
T90 61,39 60,99 60,993
MSP 200 pg/mL
Parametro Ordem zero Primeira ordem Segunda ordem
Kk 0,355 0,002 9,73964E-06
T1/2 281,68 372,819 1.026,73
T90 56,34 56,49 57,041

Fonte: o autor.

5.4.2. Cinética de degradacéo forcada em condicdo acida

O estudo de cinética de degradagéo forcada por cido cloridrico foi realizado através da
observacao do decaimento da concentracdo do MSP 100 pg/mL exposto ao HCI 0,1 M e HCI
0,2 M. Além disso, foi investigado o perfil de decaimento do MSP 200 pg/mL exposto o HCI
0,2 M. A partir destes resultados foram construidos os gréaficos de regressdo linear para
definicdo do perfil cinético que melhor descreve o decaimento da concentragcdo do MSP. Os
dados sdo trazidos na tabela 17.

Com base na analise da figura 18 foi possivel observar que o decaimento do MSP
exposto ao HCI 0,2 M apresentou valor de coeficiente de correlacdo proximo entre os diferentes
modelos cinéticos. Porém, ligeiramente superior para o0 modelo de segunda ordem (r%0,9959),
quando o comparamos aos resultados de primeira ordem (r?: 0,9904) e ordem zero (r*: 0,9943).
Dessa forma, podemos inferir que a velocidade de degradacdo do MSP em meio acido depende
prioritariamente da concentracdo do ativo e do HCI ou do quadrado das concentra¢es de um
desses (BHANGARE et al., 2022). Fotodegradacdo de formametilflavina em solucéo acida,
termolise de formametilflavina, hidrélise de ésteres em solucdo alcalina ja foram relatadas
seguindo reacdo de degradacdo de segunda ordem (AHMAD et al. 2006; AHMAD; VAID,
2011).
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Tabela 17. Dados de C (concentragdo em pg/mL), Log C (logaritmo neperiano da
concentracdo) e 1/C (inverso da concentracdo) adquiridos em analise da solucdo de do MSP

IFA submetida a degradacao acida.

Tempo (min) Condicao C LnC 1/C

5 HCI0,1 M 98,45 4,590 0,01016
HCI0,2 M 97,93 4,584 0,0102

MSP 200 pg/mL 195,60 5,276 0,0051

20 HCI0,1 M 195,63 5,276 0,0051
HCI0,2 M 98,46 4,590 0,01016

MSP 200 pg/mL 195,63 5,276 0,0051
60 HCI0,1 M 94,54 4,549 0,01058
HCI 0,2 M 89,69 0,0111 4,496

MSP 200 pg/mL 187,83 0,0053 5,236

120 HCI0,1 M 91,73 0,01090 4,519
HCI 0,2 M 84,16 0,0119 4,433

MSP 200 pg/mL 182,25 0,0055 5,205

180 HCI 0,1 M 89,41 0,01118 4,493
HCI 0,2 M 77,72 4,353 0,0129

MSP 200 pg/mL 177,64 0,0056 5,180

Fonte: o autor.

Quando houve diminuicdo da concentracdo do agente degradante (0,1 M) ou aumento
da concentragcdo do MSP (200 pug/mL) notou-se uma diminuicdo do coeficiente de correlacédo
com valor maximo de 0,9768 em ambos os casos, revelando a manutencédo do perfil cinético de
degradacdo em segunda ordem. Dentro da comparacdo desses dois parametros observou-se
também que para todos os modelos cinéticos calculados, o valor de R? foi igual.

Considerando o modelo de segunda ordem o mais adequado em todos 0s cenarios
avaliados, foram calculados a constante de velocidade de degradagéo (k) e os parametros
cinéticos de meia-vida de degradacdo (T1/2) e meia vida-util (T90%), como trazido na tabela
18.
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Figura 18. Representacdo grafica das cinéticas de ordem zero, primeira ordem e segunda

ordem para a degradacdo de MSP submetido a hidrélise acida.
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Fonte: o autor.

Tabela 18. Parametros cinéticos calculados para 0 MSP na degradacdo acida.

Parametros HCI0,2 M HCIO0,1 M MSP 200 pg/mL
K (ng/min) 0,0018 0,0006 0,0008
Tooo (Mim) 381,99 1114,652 894,767
T 12 (min) 57,88 168,887 135,571

Fonte: o autor.

A constante de degradacdo para a amostra em HCI 0,2 M foi de 0,0018 pg/min, o que

representa um valor 3 (trés) vezes maior que quando foi utilizado HCI 0,1 M e 2,25 vezes maior

que quando utilizada a amostra de MSP na concentracdo 200 pg/mL. De forma esperada, 0s

valores de T90% e T1/2 para o HCI 0,1 M foram de 2,92 vezes maior que quando foi utilizado
o HCI 0,2 M. Ja quando utilizado 0 MSP 200 pug/mL, os valores de T90% e T1/2 foram de 2,34

vezes maior que quando foi utilizado o HCI 0,2 M.
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55. VALIDACAO DO METODO INDICATIVO DE ESTABILIDADE
5.5.1. Validagdo de MIE - IFA
55.1.1. Seletividade

A andlise das amostras de fase movel, HPMC, NaOH, HCI e H20; ndo evidenciaram
presenca de sinal interferente no tempo de retengdo do MSP, demonstrando que os constituintes
do eluente, bem como as solugdes de degradacdo néo interferem na quantificagdo do MSP.
Logo, a metodologia se apresenta seletiva para estas condi¢des. Os resultados do estudo da

seletividade estdo descritos na tabela 19.

Tabela 19. Dados do estudo da seletividade (IFA).

Tempo de retencéo

Nome da amostra (min) Area Pratos tedricos  Indice de pureza
min

MSP_Padréo 25,2 2291314 1929 1.0

MSP_Disperséo 25,0 2974525 1184 1.0

Branco_Fase_movel - - - -
Branco_HPMC - - - -
Branco_NaOH - - - -
Branco_HCI - - - -
Branco H20; - - - -
Branco_IMET - - - -

Fonte: o autor.

55.1.2. Linearidade

Os resultados do estudo de linearidade estéo descritos nesta secéo e a tabela 21 mostra
os dados experimentais obtidos e a estatistica descritiva com o Desvio Padrdo Relativo (DPR)
abaixo de 3% para todos os niveis de concentracdo. A tabela 20 traz um resumo das avaliacdes

realizadas para comprovacao da linearidade de acordo com a RDC 166 de 2017.



Tabela 20. Estatistica descritiva para linearidade (IFA).
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Teste

Concluséao

Teste F da ANOVA

Teste do coeficiente angular

Coeficiente de Correlacéo de

Pearson

Teste de Normalidade dos

Residuos

Teste de Homocedasticidade

Né&o rejeitamos a significancia do modelo linear

Coeficiente angular ¢ diferente de zero

R =0,994> 0,99

N&o rejeitamos a hipotese de normalidade dos

residuos

N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia

Fonte: o autor.

Tabela 21. Dados brutos da linearidade e estatistica descritiva (IFA)

Concentracdo teérica Resposta

# Nivel (Lg/mL) (érea) Média DP  DPR(%)
1 cC1 80 1992376
2 ccl 80 1905598 1933320 51175 2,65%
3 ccl 80 1901987
4 CC2 90 2190198
5  CC2 90 2129498 2168720 34019 1,57%
6 cc2 90 2186464
7 cc3 100 2472134
8 cc3 100 2440206 2440321 31756 1,30%
9 cc3 100 2408622
10 cc4 110 2713948
11 cc4 110 2703006 2674974 58286 2,18%
12 cc4 110 2607968
13 CC5 120 2957381
14 CC5 120 2926658 2914871 49469 1,70%
15  CC5 120 2860573

Fonte: o autor.

O resultado da analise do coeficiente angular mostrou que como P-valor (0) do teste F

da ANOVA é menor que 0,05 (conforme especificado), logo rejeitamos a hipdtese nula
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(coeficiente angular zero) ao nivel de significancia de 5%. Os dados da ANOVA estdo na tabela

22.
Tabela 22. Dados da ANOVA para avaliagdo do coeficiente angular (IFA).
G.L. Somade Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Concentracédo 1 1829314284194,6 1829314284194,6  1067,2174 O
Residuos 13 22283262092,5369 1714097084,0413

Fonte: Action Stat output.

A tabela 23 mostra os dados da avaliacdo do coeficiente de correlacdo (0.994) que é

maior que 0.990 (conforme especificado), entdo concluimos que existe uma relagdo linear

adequada.
Tabela 23. Medida descritiva da qualidade do ajuste (IFA)
Desvio Padréo dos Graus de RN2 Coeficiente de
Residuos Liberdade Correlagao
41401,6556 13 0,988 0,994

Fonte: Action Stat output.

O diagrama de dispersdo mostrado na figura 19 é um gréfico que permite a visualizagdo

de uma possivel associacao entre variaveis quantitativas. A equacdo da reta obtida pelo modelo

ey = 24694 (23061 — 26327) x — 42914 (-207838 — 122011).

Figura 19. Gréfico de dispersao das retas obtidas (IFA)
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Fonte: Action Stat output.
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Os dados da avaliacdo estatistica da distribui¢do dos residuos sao mostrados na tabela
24. Como P-valor (0,4802) do teste de Shapiro-Wilk ¢ maior que 0,05, logo nédo rejeitamos a
hipdtese de normalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%. A Figura 20 traz o

diagndstico dos residuos do modelo.

Tabela 24. Teste de normalidade dos residuos (IFA).

Estatistica P-valor
Shapiro-Wilk 0,9471 0,4802

Fonte: Action Stat output.

Figura 20. Analise dos residuos do modelo (IFA)
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Fonte: Action Stat output.

Os dados da avaliacdo estatistica da homoscedasticidade sdo mostrados na tabela 25.

Tabela 25. Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan (IFA).

Estatistica GL P-valor

0,2325 10,6296

Fonte: Action Stat output.

Como P-valor (0,6296) do Teste de Breusch Pagan é maior que 0,05 (conforme
proposto), ndo rejeitamos a hipotese de igualdade das variancias ao nivel de significancia de

5%. Logo, temos um modelo homocedastico.

5.5.2. Faixa de trabalho, limite de deteccdo e limite de quantificacio
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A faixa de trabalho estabelecida foi de 80 pg/mL a 120 pg/mL. Os célculos realizados
mostraram um desvio padrédo de residuos de 41402 um coeficiente angular de 24694, com isso

0 LD foi estabelecido como 5,53 pg/mL e o limite de quantificacdo como 16,77 pg/mL.
5.5.3. Preciséo

Os resultados da precisdo ao nivel da repetibilidade estdo descritos na tabela 26. Os
resultados encontram-se abaixo do especificado no método, que foi o valor de 5% para 0 DPR,

logo 0 método apresenta repetibilidade adequada.

Tabela 26. Resultados da Repetibilidade (IFA).

Concentragéo Concentragéo experimental _
Média DP  DPR(%)
tedrica (ug/mL) (ng/mL)
80 83,12
80 77,33 81,56 3,38 4,14%
80 83,24
100 102,06
100 96,45 101,03 3,33 3,29%
100 96,15
120 122,65
120 117,72 121,33 2,47 2,03%
120 120,19

Fonte: o autor.

Os resultados experimentais e a estatistica descritiva da precisao intermediaria estéo
descritos na tabela 27. O resultado da comparacdo estatistica entre diferentes dias e diferentes

analistas para 0 CB, 0 CM e o CA estdo nas tabelas 28,29 e 30, respectivamente.

Os dados descritivos mostram que o maior DPR foi de 4,16%. A analise estatistica
mostra que todos os P valores foram maiores que 0,05 indicando que ndo tem efeito de dia e
analista nos niveis de concentracdo estudados, logo o método apresentou precisdo intermediaria

adequada.



Tabela 27. Dados experimentais da precisao intermediaria (IFA)
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Analista 1 Analista 2
Dial Dia 2 Dial Dia 2
CB CM CA CB CM CA CB CM CA CB CM CA
Réplica 1 83,12 102,06 122,65 |81,37 99,40 117,18 | 78,82 99,57 119,37 | 79,67 99,03 120,36
Réplica 2 77,33 96,45 117,72 | 81,05 100,03 119,49 | 80,75 101,81 121,92 |80,18 100,7 119,26
Reéplica 3 83,24 96,15 120,19 | 83,20 97,43 116,85 | 79,97 101,08 121,23 | 79,85 100,01 122,55
Media 81,23 98,22 120,19 | 81,87 98,95 117,84 | 79,85 100,82 120,84 | 79,9 99,913 120,72
DP 3,38 3,33 2,47 1,16 1,36 1,44 0,97 1,14 1,32 0,26 0,84 1,67
DPR(%) 4,16% 3,39%  2,05% 1,42% 1,37% 1,22% | 1,22% 1,13%  1,09% |0,32%  0,84% 1,39%
Fonte: o autor.
Tabela 28. ANOVA da precisao intermediaria do CB (IFA).
G.L. Soma dos quadrados Quadrados Médios  Estatistica F P-Valor
Dia 1 0,364 0,364 0,1179 0,7392
Analista 1 8,4504 8,4504 2,7364 0,1325
Repetitividade 9 27,7936 3,0882

Fonte: o autor.



Tabela 29. ANOVA da precisdo intermediaria do CM (IFA).
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G.L. Soma dos quadrados Quadrados Médios Estatistica F P-Valor
Dia 1 0,0225 0,0225 0,0064 0,9382
Analista 1 9,5052 9,5052 2,6835 0,1358
Repetitividade 9 31,8785 3,5421

Fonte: o autor.
Tabela 30. ANOVA da precisdo intermediaria do CA (IFA).

G.L. Soma dos quadrados Quadrados Médios Estatistica F P-Valor
Dia 1 4,551 4,551 1,4071 0,2659
Analista 1 9,381 9,381 2,9004 0,1228
Repetitividade 9 29,1098 3,2344

Fonte: o autor.
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5.5.4. Exatidao

Os resultados experimentais e a estatistica descritiva da exatiddo estdo descritos na
tabela 31. A andlise estatistica mostrada na tabela 32. Como o intervalo de confianga para a
média esta contido dentro da margem de equivaléncia, concluimos que existe equivaléncia ao

nivel de significancia de 5%. Logo, a recuperacdo atende ao critério de aceitacao.

Tabela 31. Dados experimentais da exatiddo (IFA).

Concentracdo tedrica Concentragao experimental Recuperagéo
(Mg/mL) (Mg/mL) (%0)
80 83,12 103,90
80 77,33 96,66
80 83,24 104,05
100 102,06 102,06
100 96,45 96,45
100 96,15 96,15
120 122,65 102,21
120 117,72 98,10
120 120,19 100,16

Fonte: o autor.

Tabela 32. Dados estatisticos da exatiddo (IFA).

Item Valores
Recuperacdo 99,97
Desvio Padréo 3,22
Graus de Liberdade 8
Limite Inferior 97,98
Limite Superior 101,97
Limite Inferior (Especificacdo) 95
Limite Superior (Especificacdo) 105

Fonte: o autor.
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5.5.5. Robustez

Os resultados experimentais e a estatistica descritiva do teste de robustez estdo descritos
na tabela 33. As analises estatisticas estdo descritas nas Tabelas 34 e 35 para fluxo e
temperatura, respectivamente. Os resultados mostram que o efeito do fluxo foi significativo na
resposta analitica, visto que o p valor (0,029340517) foi menor que 0,05. J& para a temperatura

ndo houve efeito significativo, pois o p valor (0,872490329) foi maior que 0,05.

Tabela 33. Dados experimentais da Robustez (IFA).

Fluxo (mL/min) Temperatura (°C)
0,9 1,0 1,1 49 50 51
Réplica 1 102,46 102,06 96,23 98,29 102,06 101,28
Réplica 2 101,3 96,45 95,17 98,01 96,45 100,75
Réplica 3 102,64 96,15 96,98 99 96,15 95,82
Média 102,13 98,22 96,13 98,43 98,22 99,28
DP 0,73 3,33 0,91 0,51 3,33 3,01
DPR (%) 0,71% 3,39% 0,95% 0,52% 3,39% 3,03%

Fonte: o autor.

Tabela 34. ANOVA do efeito do fluxo (IFA).

G.L. Soma de Quadrado Médio Estat. F P-valor
Quadrados
Fluxo 2 55,77626667 27,88813333 6,72669579 0,029340517
Residuos 6 24,87533333 4,145888889

Fonte: o autor.

Tabela 35. Anova do efeito da temperatura (IFA).

G.L. Soma de Quadrado Estat. F P-valor
Quadrados Médio

Temperatura 2 1,898688889 0,949344444  0,139552242 0,872490329
Residuos 6 40,81673333 6,802788889

Fonte: o autor.
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5.5.6. Validacdo de MIE — comprimido

5.5.6.1. Seletividade

A anélise das amostras de fase mével, HPMC, NaOH, HCI e H,0O2, mucosa vaginal,
tampéo fosfato e placebo nao evidenciaram presenca de sinal interferente no tempo de retengéo
do MSP, demonstrando que os constituintes do eluente, bem como as solugdes de degradacéo
nédo interferem na quantificacdo do MSP. Logo, a metodologia se apresenta seletiva para estas

condigdes. Os resultados do estudo da seletividade estdo descritos na tabela 36.

Tabela 36. Dados do estudo da seletividade (CP).

Tempo de i Pratos Indice de
Nome da amostra ) Area .
retencéo (min) tedricos pureza
MSP_Padréo 27,41 1352649 1835 1.0
MSP_CP 27,49 1378358 1752 1.0

Branco_Fase_movel - - - -
Branco_HPMC - - - -
Branco_NaOH - - - -
Branco_HCI - - - -
Branco H20> - - - -
Branco_IMET - - - -
Mucosa vaginal - - - -
Tampéo fosfato - - - -

Placebo - - - -

Fonte: o autor.

5.5.6.2. Linearidade

A tabela 37 traz um resumo das avalia¢es realizadas para comprovacao da linearidade
de acordo com a RDC 166 de 2017. Os resultados do estudo de linearidade estdo descritos nesta
sec¢do e a tabela 38 mostra os dados experimentais obtidos e a estatistica descritiva com o Desvio

Padrédo Relativo (DPR) abaixo de 1,5% para todos os niveis de concentracéo.
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Tabela 37. Dados experimentais da linearidade e estatistica descritiva (CP).

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA Na&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do coeficiente angular Coeficiente angular é diferente de zero

Coeficiente de Correlacéo de Pearson R =0.9976 > 0,99
Teste de Homocedasticidade Né&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia

Fonte: o autor.

Tabela 38. Dados brutos da linearidade e estatistica descritiva (CP).

Nivel Concentracdo tedrica (ug/mL) Resposta Média DP DPR (%)

(area)
1 CcC1 8 397351
2 Ccc1 8 395348 396015,7 1156,433 0,29
3 CC1 8 395348
4 CC2 16 1098892
5 CC2 16 1115612 1104465 9653,297 0,87
6 CC2 16 1098892
7 CC3 18 1254422
8 CcC3 18 1253487 1253799 539,8225 0,04
9 CC3 18 1253487
10 Cc4 20 1352649
11 CC4 20 1378358 1361219 14843,1 1,09
12 CC4 20 1352649
13 CC5 22 1517022
14 CC5 22 1523162 1519069 3544,931 0,23
15 CC5 22 1517022
16 CC6 24 1685602
17 CC6 24 1697429 1689544 6828,322 0,40
18 CC6 24 1685602

Fonte: 0 autor.

O resultado da analise do coeficiente angular mostrou que como P-valor (0) do teste F
da ANOVA é menor que 0,05 (conforme especificado) rejeitamos a hipétese nula (coeficiente
angular zero) e aceitamos a hipétese alternativa (coeficiente angular diferente de zero) ao nivel
de significancia de 5%. Os dados da ANOVA estdo na Tabela 39.
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Tabela 39. Dados da ANOVA para avaliacdo do coeficiente angular (CP).
G.L. Somade Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Concentragao 1 3056128074274.13  3056128074274.13 3371.2385 0
Residuos 16 14504476524.9778

906529782.8111

Fonte: o autor.

A tabela 40 mostra os dados da avaliacdo do coeficiente de correlacdo (0.9976) que é

maior que 0.990 (conforme especificado), entdo concluimos que existe uma relacdo linear
adequada.

Tabela 40. Medida descritiva da qualidade do ajuste (CP).
Desvio Padréo dos

Graus de RN2 Coeficiente de
Residuos Liberdade Correlagdo
30108.633 16 0.9953 0.9976
Fonte: Action Stat output.

O diagrama de dispersé@o mostrado na figura 21 € um grafico que permite a visualizagao

de uma possivel associacao entre variaveis quantitativas. A equacdo da reta obtida pelo modelo
ey =24694 (23061 — 26327) x — 42914 (-207838 — 122011).

Figura 21. Grafico de disperséo das retas obtidas (CP).
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Os dados da avaliacdo estatistica da distribuicdo dos residuos sdo mostrados na tabela
41. Como P-valor (0,2609) do teste de Shapiro-Wilk é maior que 0,05, aceitamos e hipétese
nula (distribuicdo normal dos residuos) e rejeitamos a hipltese alternativa ao nivel de

significancia de 5%. A Figura 22 traz o diagndstico dos residuos do modelo.

Tabela 41. Teste de normalidade dos residuos (CP).

Estatistica P-valor

Shapiro-Wilk  0,9287 0,2609

Fonte: Action Stat output.

Figura 22. Anélise dos residuos do modelo (CP).
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Fonte: Action Stat output.

Os dados da avaliacdo estatistica da homoscedasticidade sdo mostrados na tabela 42.

Tabela 42. Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan (CP).

Estatistica GL P-valor
0.5886 3 0.0707

Fonte: Action Stat output.
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Como P-valor (0.0707) do Teste de Cochran € maior que 0,05 (conforme proposto), ndo
rejeitamos a hipdtese de igualdade das variancias ao nivel de significancia de 5%. Logo, temos

um modelo homocedastico.

Além disso, os testes de linearidade revelaram existéncia de proporcionalidade entre a
resposta do sinal e os niveis de concentracdo. O intervalo linear do método foi de 8— 24 pg/mL,
com uma equacao linear tipica para a curva de calibracdo de y = 78597,62604 x - -281308,0475
e coeficiente de correlacéo (r) de 0.9976. O teste de paralelismo entre as curvas de calibracéo
demonstrou valores de 0,3936 para agua, 0,4087 para o tampao PBS e 0,2397 para acetonitrila.
Para os trés solventes os resultados obtidos demonstraram a existéncia de paralelismo, com um
nivel de significancia de 5%, entre os coeficientes angulares das curvas de calibracdo. Tal
resultado evidencia auséncia de interferéncia da variacdo dos solventes na quantificagcdo do
MSP (PARADINA,2014).

5.5.6.3. Faixa de trabalho, limite de deteccdo e limite de quantificacdo

A faixa de trabalho estabelecida foi de 8 pg/mL a 24 pg/mL. Os calculos realizados
mostraram um desvio padrédo de residuos de 7459 e um coeficiente angular de 78597, dessa
forma, os célculos realizados mostraram que o LD foi estabelecido como 0,31 ug/mL e o

limite de quantificacdo como 0,95 pg/mL.

5.5.6.4. Precisdo

Os resultados da precisdo ao nivel da repetibilidade estdo descritos na tabela 43. Os
resultados encontram-se abaixo do especificado no método, que foi o valor de 5% para o DPR,
logo 0 método apresenta repetibilidade adequada.

Os resultados experimentais e a estatistica descritiva da precisao intermediaria estao
descritos na tabela 44. O resultado da comparacéo estatistica entre diferentes dias e diferentes
analistas para 0 CB, 0 CM e o0 CA estdo nas tabelas 45, 46 e 47, respectivamente.

Os dados descritivos mostram que o maior DPR foi de 2,67%. A analise estatistica
mostra que todos os P valores foram maiores que 0,05 indicando que ndo tem efeito de dia e

analista nos niveis de concentracao estudados.
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Tabela 43. Resultados da Repetibilidade (CP).

Concentragdo tedrica  Concentrago experimental (.. b DPR(%)

(hg/mL) (ug/mL)
8 7,66
8 7,825
8 7,865 778 011 1,40
15 14,49
15 14,63
15 14,55 1456 007 0,49
24 23,95
24 23,92
24 24,36 2408 025 1,02

Fonte: o autor.



Tabela 44. Dados experimentais da Precisdo intermediaria (CP).
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Analista 1 Analista 2
Dia 1l Dia 2 Dia 1 Dia 2
CB CM CA CB CM CA CB CM CA CB CM CA
Replica 1 7,66 14,49 23,95 8,24 14,97 24,45 8,18 15,26 24,32 7,79 14,45 23,48
Replica 2 7,83 14,63 23,92 8,12 15,19 24,10 8,15 14,70 24,29 7,88 14,50 24,19
Replica 3 7,87 14,55 24,36 8,19 14,71 24,07 7,98 15,49 24,81 7,67 14,70 23,71
Media 7,78 14,56 24,08 8,18 14,96 24,21 8,10 15,15 24,47 7,778 14,55 23,79
DP 0,11 0,07 0,25 0,06 0,24 0,21 0,11 0,40 0,29 0,11 0,13 0,36
DPR(%) 1,40 0,49 1,02 0,74 1,61 0,87 1,35 2,67 1,19 1,36 0,93 1,52
Fonte: o autor.
Tabela 45. ANOVA da Preciséo intermediaria do CB.
G.L. Soma dos quadrados Quadrados Médios Estatistica F P-Valor
Dia 1 0,0161 0,0161 0,0104 0,9354
Analista 1 0,0225 0,0225 0,0145 0,9237
Repetitividade 8 0,3093 0,0387

Fonte: o autor.



Tabela 46. ANOVA da Precisao intermediaria do CM.
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G.L. Soma dos quadrados Quadrados Médios Estatistica F P-Valor
Dia 1 0,0547 0,0547 0,0412 0,8725
Analista 1 0,0444 0,0444 0,0335 0,8848
Repetitividade 8 0,8701 0,1088
Fonte: o autor.
Tabela 47. ANOVA da Preciséo intermediaria do CA.
G.L. Soma dos quadrados Quadrados Médios Estatistica F P-Valor
Dia 1 0,2269 0,2269 0,4611 0,6203
Analista 1 0,0002 0,0002 0,0004 0,9869
Repetitividade 8 0,6431 0,0804

Fonte: o autor.
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5.5.6.5. Exatidao

Os resultados experimentais e a estatistica descritiva da exatiddo estdo descritos na
tabela 48. A andlise estatistica mostrada na tabela 49. Como o intervalo de confianga para a
média esta contido dentro da margem de equivaléncia, concluimos que existe equivaléncia ao

nivel de significancia de 5%. Logo, a recuperacdo atende ao critério de aceitacao.

Tabela 48. Dados experimentais da Exatidao (CP).

Concentracéo tedrica Concentragao experimental Recuperacéo
(Mg/mL) (Mg/mL) (%)
8 7,66 95,75
8 7,83 97,81
8 7,87 98,31
15 14,49 96,60
15 14,63 97,55
15 14,55 97,00
24 23,95 99,79
24 23,92 99,67
24 24,36 101,50

Fonte: o autor.

Tabela 49. Dados estatisticos da exatidao.

Item Valores
Recuperacdo 98,22
Desvio Padréo 1,81
Graus de Liberdade 8
Limite Inferior 97,10
Limite Superior 99,34
Limite Inferior (Especificagdo) 95
Limite Superior (Especificacao) 105

Fonte: o autor.

5.5.6.6. Robustez

5.6. ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO

5.6.1. Otimizacéo da espectrometria de massas
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A ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI) do MSP foi testada nos modos positivo no
espectrometro de massas QTOF, com o objetivo de determinar o melhor modo para ser utilizado
no meétodo. A temperatura da fonte foi otimizada de acordo com a vazéo da fase movel, para
180°C, seguindo as recomendacdes do fabricante. A vazao do gas de secagem foi especificada
em 4 L.h-1, a voltagem do capilar foi fixada em 4500 eV e a da EndPlate Offset em 50 V. A
figura 23 mostra o espectro de massas obtido por ESI em modo positivo, onde é possivel
observar a formacéo de aduto de s6dio do MSP [M+ Na]*, caracteristica comum em analises
com LC-MS (LANCAS, 2009). Assim, o MSP que possui massa exata de 382.2719 g/mol,

evidenciou um sinal de m/z 405.2612 como pico base.

Figura 23. Espectro de massas de alta resolu¢do ampliado do MSP obtido pelo sistema LC-MS-TOF
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Fonte: o autor.

Chu et al. (2007) encontraram o mesmo perfil de massas para 0 MSP em método
utilizado para avaliar a estabilidade de solucdes salinas, porém néo é descrito de forma integral

0s parametros de massas utilizados no método.
5.6.2. Identificacédo por espectrometria de massas de alta resolugdo
O método desenvolvido por LC-MS foi utilizado para andlise das amostras de

degradacdo forcada provenientes do estresse &cido, basico, oxidante, por umidade e

temperatura. N&o foi possivel avaliar as amostras submetidas ao estresse fotolitico por
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indisponibilidade de camara de fotoestabilidade para refazer o teste de fotodegradacédo. Todas
as condicOes avaliadas ja haviam demonstrado que sofriam degradacdo e levavam ou ndo a
formacdo de produtos de degradacdo detectaveis na analise por UV/VIS. O principal objetivo
da anédlise foi a obtencdo de informagGes relacionadas a massa desses compostos com a

finalidade de auxiliar nas suas identificaces.

5.6.2.1. Degradacdo acida e basica

Como ja discutido na5.6.2.1 0 PD1 (Tr médio: 11,62 min) da degradacdo &cida e basica
se equivalem em tempos de retencdo, mas nao equivale a nenhum dos tempos das impurezas
descritas para 0 MSP. Ao observamos o espectro de massas deste PD, trazido nas figuras 26 e
27, podemos observar a presenca do pico base de m/z 391.2508, o que representa uma diferenga
de 14 Da em relacdo a molécula sodiada do MSP.

Pelo fato de termos o éster de MSP como molécula original em meios que proporcionam
uma catalise hidrolitica, provavelmente estamos diante de uma reagdo de hidrolise do
grupamento éster do MSP, o que resulta na forma acida da molécula e possivelmente na
preservacao do aduto de sodio.

Dentro da perspectiva das reacdes de hidrolise, Galan-Rodriguez et. al (2015)
demonstraram que o nifedipino, que apresenta em sua estrutura um éster dimetilico, é passivel
de sofrer hidrélise deste grupamento quimico em meios &cidos e béasicos, 0 que levaria a
formag8o de seu acido correspondente. J& o &cido acetilsalicilico, éster de &cido salicilico,
apresentou-se susceptivel a degradacdo em condicdes acidas, basicas e neutras (SHERIKAR,;
MEHTA, 2013). Embasado nestes argumentos, um mecanismo para formacédo deste PD foi
proposto e é corroborado com os resultados obtidos nas analises de espectrometria de massas.
A proposta mecanistica € apresentada nas figuras 24 e 25.

Por sua vez, os PD2 da degradacédo basica (Tr: médio: 24,62 min) apresenta valores de
tempo de retencdo semelhante ao 8-EPI MSP, como ja discutido na secdo 5.2. O espectro de
massas desse PD apresenta valor de m/z 405.2612, no entanto a massa exata do 8-EPl MSP é
de 382,2719 g/mol, o que nos leva a inferir que a o0 aduto de sodio (Na: 22,9897 g/mol) também
esteve preservado. J& o PD 3 (Tr médio de 53,09 min), que como ja discutido representa
possivelmente o0 MS-B (364,2614 g/mol), apresentou massa de m/z 387.2559, onde mais uma

vez esteve presente o aduto de sddio.
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Figura 24. Mecanismo de hidrdlise do misoprostol catalisada por acido cloridrico.

Fonte: O autor.
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Figura 25. Mecanismo de hidrélise do misoprostol catalisada por hidroxido de sodio.
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Fonte: o autor.

Figura 26. Espectros de massas dos PDs observados na degradagao basica.

o™
o (b) PD2 é
o 4
(2) PDI & 20x%10°- §
8.0x10°% >
(]
~ 1.5x10°
6.0x10°4 2
o~ .
w -]
> S 10x10°-
4.0x10°4 o E
~ 8
&2 50x10*
- 0x10°4
2.0x10°4 =9
®7
o K 1L~ulJL‘Ll 1, X 0 :.;ﬂ.llll.. IJIIIIl .
o 200 400 00 0 100 200 300 400 500
wz m/z
(¢)PD3 -
W
8.0x10°% Q
~
@©
™
6.0x10°4
~
- &
$ 4.0x10°4 hg=
s -0
™~
~
2.0x10% &
0 ) IL 'J 'l 3 \
0 200 400 600
mz

Fonte: o autor.



131

Figura 27. Espectros de massas dos PDs observados na degradacéo acida.
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A presenca constante do atomo de sodio nos espectros de massas na forma de aduto
neste presente trabalho mostrou-se um desafio. O software utilizado néo foi capaz de predizer
assertivamente as formulas moleculares dos compostos gerados. Além disso, a fragmentacao
do MSP da amostra padrdo nédo foi eficaz, mesmo aumentando a energia de colisdo para niveis
mais elevados (CHU et al, 2007). A estratégia como aumento da energia capilar para diminuicéo
da formacdo de aduto néo foi satisfatoria.

Apesar de ter se mostrado um inconveniente, a formacdo de adutos de sodio em
espectrometria de massas é comum quando se utiliza fonte de ionizagao por eletrospray. Kruve
e Kaupmees (2017), descrevem que a formacdo deste tipo de achado é complexa e de dificil
controle. Mas, estaria ligado principalmente a composicao da fase movel e das amostras. Além
disso, os adutos ndo sdo considerados faceis de trabalhar, podem atrapalhar a reprodutibilidade
de métodos quantitativos e gerar espectros mais dificeis de serem interpretados (KRUVE et
al.,2013). Apesar das dificuldades, os espectros de massas obtidos foram essencias na
proposicdo das estruturas de todos os PDs apresentados.

Ainda sobre os PDs discutidos anteriormente, Collins at al. (1985) descreveram que
condigdes acidas e basicas promovem a desidratacdo do grupo 11-hidroxi do MSP levando a
formacgédo do MSP-A e posterior isomerizacdo deste em MSP-B. No presente trabalho, apenas
a degradacdo por umidade levou a formagdo da forma A do misoprostol, como discutido na
secdo 5.2.3. Uma proposta de mecanismo de degradacédo para formacédo do MSP A e B em meio

basico e acido é trazida nas figuras 28 e 29, respectivamente, e para isomerizacao na figura 30.
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Figura 28. Mecanismo de formacao de do MSP A e B em meio bésico.
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Figura 29. Mecanismo de formacéo de do MSP A e B em meio acido.
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Fonte: O autor.
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Figura 30. Mecanismo de isomerizacdo do MSP-A para MSP-B.

Fonte: o autor.

5.6.2.2. Degradacdo térmica seca

Os PDs 1 e 2 da degradacdo térmica (Tr: médio: 25,03 min e 54,97 min,
respectivamente) apresentaram massa de m/z 405.2617 e m/z 387.2531, respectivamente. Os
valores de massas obtidos assemelham-se aos observados nas degradacdes &cida e bésica e
podemos assumir que 0s compostos correspondem ao 8-epi MSP e MSP B.

Collins et al. (1985) descreveram que 0 aquecimento € o principal fator responsavel pela
formacdo do 8-epi MSP através da reacdo de epimerizacdo. Este tipo de reacdo, por sua vez,
representa uma reacgao quimica onde had mudanca na configuragéo de apenas um centro quiral,
tendo como resultado a formacdo de um diasteroisdmero e pode estar presente em outros
farmacos a exemplo da tetraciclina (ROY, 2011).

Apesar do meio reacional em questdo ndo contar com a presenca da dgua, a formacao
do MSP B foi cerca de 4,3 vezes maior do que a 0 8-Epi MSP. Tal fato demonstra que a reagéo
de desidratagdo do MSP e a consequente formacao de MSP B pode ocorrer independentemente
da presenca de meio reacional aquoso. Os espectros de massas dos PDs gerados na degradacdo

térmica sdo trazidos na figura 31.
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Figura 31. Espectros de massas dos PDs observados na degradacéo térmica.
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5.6.2.3. Degradacéo por umidade

As analises dos espectros de massas correspondentes aos picos dos PDs gerados para
esta condicdo demonstraram que 0 aumento da quantidade de &gua sem a presenca de um
catalizador leva a formacgédo de PDs que ndo foram descritos em nenhuma outra situacdo de
estresse. O PD1 (Tr: 21,34 min) apresentou um sinal de m/z 405.2613 como pico base, ou seja,
praticamente a mesma massa encontrada para o padrdo de MSP [M+ Na]*. Além disso, o tempo
de retencdo do 12-EPI MSP foi de 21,41 min, valor praticamente igual ao do PD1. J4 o PD3
(Tr: 45,67 min) apresentou pico base de m/z 387.2511 e tempo de retengédo correlacionado com
a forma com a impureza A do MSP (Tr: 45,42) (figura 32).

Diante disso, podemos afirmar que o PD1 e PD3 representam, respectivamente, o 12-
EPI MSP e 0 MSP A. A presenca destes compostos nas amostras de calor imido nos revela que
0 processo de isomerizacdo descrito por Collins at al. (1985) da forma A para a B parece
também acontecer na conversdo do 12-EPI MSP para a 0 8-EPI1 MSP, uma vez que 0s epimeros
sdo um caso particular de diastereoisomeros (TESTA; CARRUPT; GAL., 1993).

Podemos sugerir também que a presenca de um catalizador acelera o processo de
interconversdao a um ponto de ndo ser possivel detectar a presenca do composto precursor. Reist
et al. (1995), descreve que o processo de interconversdo de diastereoisdmeros esta presente em

diversos farmacos a exemplo da pilocarpina, angiotensina e tetraciclina. Por sua vez, os PDs 2
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e 4 apresentaram pico base de m/z 405.2611 e m/z 387.2559, respectivamente e representam o

8-EPI MSP e MSP B, como também foi descrito para maioria das condic¢des investigadas.

Figura 32. Espectros de massas dos PDs observados na degradagéo por umidade.
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5.6.2.4. Degradacéo por perdxido de hidrogénio

Na degradacdo forcada com peroxido de hidrogénio, o PD2 gerado no IFA e o PD1
gerado nos comprimidos (TR médio: 24,83 min) apresentou massa de m/z 405.2619; o PD3 (Tr
54,59 min) apresentou massa de 387.2518 m/z e representam o 8-epi MSP e o MSP B,
respectivamente, como também discutido nas sec¢Ges anteriores.

Por sua vez, o PD1 apresentou massa de m/z 421.2547, como pico base e a0 mesmo
tempo um pico de massa de m/z 437.2294 (figura 33) como o segundo sinal mais intenso. I1sso

representa uma diferenca de 16 e 32 unidades de massas, respectivamente, entre 0 MSP sodiado
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e 0 PD. Dessa forma, podemos inferir que 0 mecanismo de formacéo desses compostos passa
pela adicdo de atomos de oxigénio na molécula original do farmaco, caracterizando uma reagdo
de oxidagdo (SILVA et al., 2022). Uma proposta de mecanismo da reacao de oxidacgao € trazida
na figura 34. Uma hipotese alternativa é a formagdo de um grupamento epoxido, porém o

mecanismo de formacéo nao € apresentado.

Figura 33. Espectros de massas dos PDs observados na degradacao por peroxido de

hidrogénio.
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Figura 34. Mecanismo de formacao do PD1 gerado a partir do MSP exposto ao H20x.
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5.6.2.5. Degradacéo por sulfato de cobre

PD1 (TR médio: 11,60 min) gerado pela exposi¢do ao sulfato de cobre apresenta o

mesmo tempo de retencdo do PD1 gerado nas hidrolises acida e basica. A analise do espectro



138

de massas deste PD (figura 35), demonstra a presenca do pico base m/z 391.2617, assim como
encontrado nas catalises por HCI e NaOH. Dessa forma, podemos inferir que se trata da forma
acida do MSP.

N&o foram encontrados dados na literatura referentes a caracterizagdo de produtos de
degradacdo gerados a partir do estresse oxidativo pelo cobre. No entanto, alguns autores
discutem a capacidade catalitica em reacdes de hidrdlise dos complexos metalicos, entre 0s
quais aqueles formados pelo cobre (HAY, EDMONDS, 1967; DUERR, CZARNIK, 1989).
Dessa forma, talvez o cobre esteja favorecendo o processo de hidrolise do éster de misoprostol,

mesmo estando a amostra em pH neutro.

Figura 35. Espectros de massas dos PDs observados na degradacéo por sulfato de cobre.
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Como discutido na se¢do 5.2.5, apesar dos ions metalicos e o peroxido de hidrogénio

terem primariamente a funcdo de agente oxidante, eles levaram a formag&o de um PD distinto
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entre si (PD1). Em recente estudo Zuromska-Witek et al., (2020), demonstraram a formagao de
diferentes produtos de degradacgdo quando utilizaram diferentes agentes oxidantes. Tais achados
corroboram com a importancia da utilizacdo de ions metalicos em estudos de degradacédo
forcada, pois sua presenca em IFAs é descrita com frequéncia (REYNOLDS et al., 2002).
JaosPDs 2 e 3 (Trmédio: 24,78 min e 54,04 min, respectivamente) apresentaram massa
de m/z 405.2617 e m/z 387.2535 e assim como nas demais condi¢Ges analisadas representam o
8-epi MSP e MSP B, respectivamente. Estes compostos foram formados em todas as condicdes
de degradacdo forcada e representam majoritariamente os PDs gerados no estudo de degradacéo

forcada.

5.7. ESTUDO DE PERMEACAO

O estudo de permeacdo foi realizado seguindo metodologia descrita no item 4.9. Uma
das maiores dificuldades na execucdo do teste foi o fato de que o comprimido ndo sofreu o
processo de dissolugdo completa, no decorrer de cada 6 horas de experimento. Ao mesmo
tempo, por outro lado, talvez isso nos aproxime daquilo que naturalmente pode acontecer com
a via de administracdo vaginal, uma vez que, como ja discutido na revisdo da literatura, séo
descritos comprimidos intactos apds horas da administracdo (TANG; GEMZELL-
DANIELSSON; HO, 2007), tornando um dos pontos importantes da avaliacao realizada.

Para avaliacdo da quantidade méaxima de MSP possivel de ser recuperada (%), foi
realizada um teste mimetizando as mesmas condic¢des experimentais do estudo de permeacao
(volume e constituicdo de liquido de compartimento doador, temperatura, agitacdo e duragéo).
A soma da quantidade de farmaco e produto de degradacédo foi de 23,90 pg/mL ou 81,27 ug,
massa que representa cerca de 41% da quantidade total de ativo presente no comprimido,
considerando o teor de 100%. Dito isto, este valor encontrado experimentalmente, foi utilizado
como sendo 0 100% nos célculos do estudo de permeacao. Observacdo: A quantificacdo do PD
foi realizada de forma indireta, levando-se em considera¢éo as areas de uma amostra padrdo de
MSP a 20 pg/mL.

5.7.1. Avaliacdo da recuperacao
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Os testes de extracdo demonstraram uma recuperacdo de 97% (DPR 1,88) para
acetonitrila com manutencdo do formato do pico cromatografico. Para a agua, metanol e
isopropanol, foram obtidas recuperacGes de 82,09% (DPR 6,06), 86,01% (DPR 8,2) e 97,02%
(DPR 7,4), respectivamente, e foi observada uma mudanga no formato do pico e por isso a
acetonitrila foi escolhida como solvente para extracdo das mucosas utilizadas no teste de

permeagéo.

5.7.2. Estudo de permeacdo em mucosa vaginal suina

Os resultados dos estudos de permeacdo do experimento 1 (um) demonstraram que o
misoprostol, assim como esperado, passa por um processo de degradagdo ja no compartimento
doador (presenca de tampdo pH 5). Porém, diferentemente do observado no estudo de
degradacéo forcada, onde foram encontrados 3 PDs, apenas um PD com tempo de retencdo de
12,17 min foi observado. Uma avaliacdo comparativa entre os tempos de retengdo combinada
com a analise do perfil de massa desse PD, demonstraram que se trata do mesmo PD 1
observado no estudo de degradagéo forcada com HCI, ou seja, a forma &cida do MSP.

A andlise quantitativa do compartimento doador demonstrou que a concentracdo meédia
do MSP na sua forma esterificada, ou seja, sem sofrer degradacdo, foi de 14,42 pg/mL. A
converséo desta concentragcdo em quantidade de farmaco leva a um valor de 49,17 ug do ativo.
J& a concentracdo do MSP &cido foi de 4,28 pug/mL ou 14,55 pg. As quantidades de massa
encontradas para o MSP e para o PD representam 60,5% e 19,9%, respectivamente, da
guantidade total de MSP inalterado/degradado possivel de ser recuperado no volume de 3,4mL
de solugéo tampdo PBS. Ou seja, um total de 63,82 + 3,96 ug.

Da andlise quantitativa de ativo retido nas mucosas (espessura média de 0,218 mm =+
0,01 (RSD: 4,63), ndo foi detectada a presenca do MSP, mas foi possivel o PD1 (0,66 + 0,1
Kg). Da mesma forma, o MSP néo foi detectado no compartimento receptor e 4,44 ug/mL ou
15,09 £ 1,70 pg do PD 1 foi quantificado neste compartimento.

As quantidades de massa encontradas para PD na mucosa e compartimento receptor
representam 0,81% e 19,11%, respectivamente, da quantidade total de MSP
inalterado/degradado recuperado no compartimento doador (tabela 50). Dentro desta
perspectiva, a soma da concentragdo do MSP ou de seu PD recuperados no estudo de permeacéo

correspondem a 99,71% e representa 0 valor do balanco de massas. A figura 36 traz os
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cromatogramas das analises cromatograficas realizadas nos compartimentos doador, receptor e

mucosa.

Tabela 50. Quantificacdo do MSP e de seu PD no compartimento doador, mucosa e LR do

experimento 1.

Célula | MSP doador | PD doador | PD mucosa PD LR MSP + PD
(L9) (1)) (1)) (1)) (L9)
CiTi 45,24+3,35 13,71+0,92 0,71 12,86 72,53
Cl1.T2 48,85+5,84 15,48+3,02 0,69 16,67 81,69
Cl1.T3 53,40+1,67 14,44+1,30 0,50 10,66 79,01
Cl. T4 49,53+4,63 14,71+1,03 0,70 16,13 81,07
Média 78,58
DP 4,19
DPR 5,33

Fonte: o autor.

Figura 36. Cromatogramas obtidos pela analise da (a) matriz branco, (b) compartimento
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Em acordo com o experimento 1 (um), no segundo experimento, o PD 1 foi encontrado
apenas no compartimento receptor e retido na mucosa. A representacdo grafica deste dado é
apresentada na figura 37. A quantidade total de PD1 retina na mucosa foi 0,7 + 0,1 pug.

Estudos farmacocinéticos em humanos e animais demonstraram que quando
administrado pela via oral o MSP é extensivamente metabolizado e que o metabolismo de
primeira passagem estaria envolvido em seu processo de biotransformacdo (KARIM, 1987;
ARONSSON et al., 2007; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007). No entanto, outros
estudos evidenciaram que ndo foi possivel detectar a presenca de MSP em sua forma
esterificada em amostras de plasma e que apenas sua forma &cida seria absorvida (FOOT, et al.,
1995). Tais achados demonstram uma falta de consenso sobre a etapa farmacocinética da
absorcdo deste farmaco.

Figura 37. Representacdo grafica da quantidade de produto de degradacdo cumulativa,

permeada para o compartimento receptor em fungéo do tempo.
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Da mesma forma, se parece ndo haver concordancia sobre a existéncia de uma
metabolizacdo prévia ou ndo do MSP em sua absorcéo vaginal. No entanto, o fato de apenas a

forma &cida do ativo ter sido encontrada no liquido receptor no desenho de estudo executado,
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nos leva a crer que o processo de desesterificacdo do farmaco antecede sua permeacédo e
representa uma etapa limitante deste processo. Talvez o fato de termos a formagéo do principal
metabdlito ativo do MSP no préprio local de a¢éo nos forneca indicios que possam explicar 0s
melhores resultados em taxa de abortamento quando comparada a via de administragéo oral,
por exemplo.

De um modo geral, os estudos de permeacdo ex vivo utilizando mucosa vaginal suina se
mostra um bom modelo para extrapolacdo em tecido vaginal humano, pois apresentam grande
semelhanga histolégica na constituicdo e organizacdo do epitélio escamoso estratificado e a
sustentacdo de tecido conjuntivo (SQUIER et al., 2008). Por isso, varios autores tém utilizado
este tipo de tecido em estudos de permeacao para avaliagdes farmacocinética e de tolerabilidade
(DAVIS et al., 2003; GOMEZ-SEGURA et al., 2020), além do desenvolvimento de novas
formulagdes (ENGGI et al., 2022).

No presente estudo ndo foi possivel realizar a avaliacdo de solubilidade, pois o IFA
comercialmente disponivel se apresenta na forma de dispersdo em HPMC, como discutido em
se¢des anteriores. Isso impossibilitou a determinacao da condicgéo sink no liquido receptor. No
entanto, o resultado comparativo das quantidades de PD 1 permeadas entre os dois diferentes
experimentos, da um indicio que os experimentos foram realizados em condicdes sink.

Apesar de ndo ter sido avaliado no presente estudo, o pH do liquido do compartimento
doador pode ser um fator determinante na quantidade de PD permeada. O misoprostol acido
tem valor de pKa de 4,35 (DRUGBANK, 2023) e em meios com baixos valores de pH tém o
seu estado ndo ionizado favorecido. Por sua vez, a forma molecular do IFA beneficia o processo
de passagens através das mucosas (KAY, 2018). Falavigna et al. (2020) em estudo de
permeacao vaginal in vitro usando o ibuprofeno, farmaco acido (pKa: 4,45), evidenciou que a
quantidade de farmaco permeada sofre brusca variacdo a medida que se aproxima da faixa de
pH béasico. Uma investigacdo utilizando diferentes valores de pH, para o liquido do
compartimento doador, poderia nos fornecer importantes informag6es acerca do impacto da

variacdo de pH no processo de permeacao vaginal do misoprostol.
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6. CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho permitiu o desenvolvimento de um método analitico capaz
de quantificar o MSP frente a seus produtos de degradacgéo gerados nas diferentes condicdes de
estresse testadas e também na presenca de suas impurezas ja relatadas. Porém, o método para
quantificacdo do MSP no produto acabado ndo apresentou capacidade para deteccdo dos

produtos de degradacdo em todas as condicdes avaliadas.

O farmaco na dispersdo apresentou degradacdo em todas as condicdes de estresse,
enquanto o comprimido apresentou estabilidade apenas na condicdo de calor umido. A
validacdo do método evidenciou que este se apresenta adequado para finalidade pretendida
tendo como caracteristicas a seletividade, linearidade, precisao e exatiddo requeridas. Por outro
lado, podemos citar como desvantagem do método o longo tempo de analise, 0 que pode

dificultar sua aplicacdo pratica.

As cinéticas de degradacdo forcada apesar de ndo terem apresentado modelo cinético
bem definido para todas as condi¢Oes avaliadas, foram uteis na demonstracdo da alta
sensibilidade do MSP as condicges catalisadas por acidos e bases. Por sua vez, o estudo de
permeacao trouxe informacdes que podem ser possivelmente correlacionadas com 0s processos
in vivo envolvidos na passagem do MSP na mucosa vaginal. Investigagdes complementares
podem auxiliar no esclarecimento da absor¢do do MSP por esta via e talvez sirva até para

repensar sobre a utilizacdo do MSP esterificado nas diferentes formas farmacéuticas.

A utilizacdo da espectrometria de massas de alta resolucdo foi primordial na proposicao
estrutural dos produtos de degradacdo gerados. A comparacdo de tempos de retencdo das
impurezas conhecidas e dos PDs j& haviam permitido supor suas identidades, porém a avaliagdo
complementar de suas massas proporcionou uma investigagdo mais acurada, principalmente
daqueles PDs cuja caracterizacdo ndo é descrita na literatura. Por fim, pode-se afirmar que a
realizacdo dos diferentes estudos e utilizacdo das diferentes técnicas trouxeram dados que se
complementam e permitiram a obtencdo de diversas informagdes sobre o0s aspectos

biofarmacéuticos do MSP.
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PERSPECTIVAS

o Realizar estudos de permeacdo utilizando mucosa vaginal suina em célula de difusdo
vertical em diferentes condigdes de pH.

o Analisar as amostras de fotodegradagéo por LC-MS/TOF.
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