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RESUMO

A tibolona é um farmaco cuja estrutura quimica derivada da 19-nortestosterona e
devido as suas atividades estrogénicas, androgénicas e progestogénicas € utilizada
para tratamento de sintomas da menopausa relacionados a deficiéncia estrogéncia
em mulheres pos-menopausadas e também com indicacdo na prevencdo da
osteoporose. Nao ha monografia oficial para quantificacdo de tibolona na forma
farmacéutica capsulas nem teste de dissolucdo. Sendo assim, o objetivo desse
estudo foi desenvolver, validar e aplicar um método rapido, seletivo, preciso e
indicador de estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a
determinacao de tibolona em cépsulas e um teste de dissolucdo para quantificacao
in vitro de sua liberagdo no meio de dissolugdo. O método indicador de estabilidade
foi desenvolvido baseado no ensaio de degradacéo forcada, submetendo o farmaco
a degradacdo acida, alcalina, neutra, oxidativa, térmica e luz UV. A separacéo foi
realizada em uma coluna de fase reversa Cig (250 mm x 4,0 mm; 5 pm), com
acetonitrila:dgua (60:40) como fase movel, vazdo de 1 mL/min e detec¢cdo UV em
205 nm. O método foi validado e todos os parametros ficaram dentro dos limites
aceitaveis, segundo o ICH e ANVISA. O método proposto foi aplicado e apresentou
resultados satisfatorios na analise quantitativa de tibolona em cépsulas. Também foi
desenvolvido um método de dissolucdo para capsulas de tibolona, onde o melhor
perfil de dissolucéo obtido, foi alcancado com 0,5% de lauril sulfato de sédio (LSS)
em agua como meio de dissolugdo, aparato pa a 100 rpm e tempo de coleta de 45
minutos, na qual a percentagem de tibolona liberada foi maior 80% (Q = 75). A
guantificacdo foi realizada por CLAE a 205 nm. Todos os parametros de validacéo
foram considerados satisfatérios. Portanto, os métodos desenvolvidos sé&o
adequados para analise de controle de qualidade, estudos de estabilidade, ensaios

de dissolugéo e perfil de dissolucdo de capsulas contendo este farmaco.

Palavras-chave: Tibolona. Capsulas. Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Método

indicador de estabilidade. Dissolugéo.



ABSTRACT

Tibolone is a drug with chemical structure derived from 19-nortestosterone and
estrogenic, androgenic and progestogenic activities. Due to these characteristics, it
has been used to treat menopausal symptoms related to estrogen deficiency in
postmenopausal women and it has also been indicated for osteoporosis prevention.
There is no official monograph for quantification and dissolution tests of tibolone
capsules. Hence, the objective of this study was to develop, validate and apply a
quick, selective, precise and stability indicating method by high performance liquid
chromatography (HPLC) for determination of tibolone in capsules and an in vitro
dissolution test for quantification of their release into the dissolution media. Three
different commercial formulations were evaluated. The stability indicating assay was
developed based on the drug stress study carried out under conditions like acid,
alkaline, neutral, oxidative, thermal and UV light degradation. The separation was
performed on a C18 reversed-phase column (250 mm x 4.0 mm; 5 pum particle size)
with acetonitrile: water (60:40 v/v) as mobile phase at a flow rate of 1 mL/min with UV
detection at 205 nm. The method validation presented acceptable limits for all
parameters according to ICH and ANVISA. The proposed method was applied in
tibolone capsules and showed satisfactory results in their quantitative analysis. In the
tibolone capsules dissolution test the best profile was reached with 0,5 % sodium
lauryl sulphate (SLS) in water as the dissolution media, paddle apparatus at 100 rpm
and collection time at 45 minutes, where the percentage tibolone released was
higher than 80% (Q = 75). The quantification was performed by HPLC at 205 nm. All
validation parameters were considered satisfactory. Therefore, the developed
methods are appropriate for quality control analysis, stability studies, dissolution tests

and dissolution profile of capsules containing this drug.

Keywords: Tibolone. Capsules. High performance liquid chromatography. Method

indicator of stability. Dissolution test.
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1 INTRODUCAO

Qualidade e seguranca na saude publica formam um binémio a ser alcancado,
sendo mantido independente de fatores econdmicos, operacionais e/ou regionais. O
medicamento se configura como um instrumento fundamental para a garantia do direito
de acesso a saude. Nesta vertente surge o medicamento manipulado em farmacias, e
sua qualidade deve ser assegurada pelos estabelecimentos produtores como um direito
de todos os consumidores (BERTOLLO, 2008).

No Brasil, a opcao por férmulas manipuladas vem crescendo, como alternativa
aos medicamentos industrializados, uma vez que o medicamento manipulado é
individualizado, de custo reduzido em relacdo aos medicamentos industrializados e via
de regra, apresenta qualidade (BATISTUZZO, ITAYA, ETO, 2002).

O termo “controle de qualidade” abrange todos os principios que devem ser
seguidos pelos fabricantes e autoridades governamentais para garantir a qualidade dos
medicamentos. Dentre o0s objetivos do controle de qualidade esta a obtencdo de
medicamentos cada vez melhores, mais eficazes e seguros, menos téxicos e mais
estaveis (BERNARDES, MUELLER, GEBARA, 2010)

Para garantir a qualidade dos produtos manipulados é necesséario que as
farmacias cumpram as determinacdes propostas pela Anvisa (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), sendo que as Ultimas obrigatoriedades estdo definidas pela RDC
(Resolucao da Diretoria Colegiada) n° 87, de 21 de novembro de 2008 (BRASIL, 2008),
a qual deu novas alteragdes a RDC n° 67 (BRASIL, 2007), referentes as Boas Préticas
de Manipulacdo em Farmécias. H4 uma preocupacdo dos orgados de vigilancia no
sentido de estabelecer normas de qualidade para os produtos manipulados, uma vez
gque ndo sao raros 0s casos de erros importantes, observados nos medicamentos
manipulados, inclusive com obitos (FERRAZ et al., 2008). O controle de qualidade
realizado nas farmacias de manipulacdo e homeopéticas é, portanto, de suma

importancia para assegurar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica das matérias-
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primas e produtos acabados, garantindo eficicia, seguranca e credibilidade dos
medicamentos dispensados a populacdo (MARTINELLI et al., 2005).

Na avaliacdo da qualidade de medicamentos s&o considerados varios
parametros, como o contetdo do ativo dentro dos limites experimentais; uniformidade
do conteldo de cada dose; auséncia de contaminantes, manutencdo da poténcia,
eficicia terapéutica e aspecto até o momento do uso e liberacdo do farmaco com
maxima biodisponibilidade. Os desvios da qualidade de medicamentos estao
relacionados principalmente com: (1) o teor de ativo que, em excesso, pode levar a
Obito e, em quantidade insuficiente, a ineficacia terapéutica, (2) a qualidade da matéria-
prima, que depende do grau de pureza e de suas caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas especificadas, (3) a heterogeneidade de conteudo, levando a acentuada
divergéncia na quantidade de farmaco que pode ser aumentada ou diminuida
dependendo de fatores como qualidade da matéria-prima, formulacdo e processo de
fabricacdo do medicamento (GIANOTTO et al.,2008).

A tibolona é um farmaco amplamente utilizado em todo o mundo para o
tratamento dos sintomas do climatério, para aumentar a libido, diminuir a atrofia vaginal
e prevenir a perda de massa 6ssea. Foi registrada em 90 paises para o tratamento de
sintomas do climatério, e em 45 paises para a prevencédo da osteoporose (KENEMANS,
SPEROFF, 2005).

Em compéndios oficiais ndo foi encontrada monografia para analise de tibolona
em capsulas. A literatura registra monografia para andlise de matéria-prima e
comprimidos de tibolona, e também, artigos que analisam o teor deste farmaco em
capsulas, comprimidos e em matrizes biolégicas, porém nenhum apresenta estudos da
tibolona frente a possiveis produtos de degradacdo (BRITISH PHARMACOPOEIA,
2011; BLOM et al., 2006; DROGE et al., 2007; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008;
FEKETE, FEKETE, GANZLER, 2009; JADHAV et al.,, 2009; GOOYER et al., 2003;
PENNING et al., 2010; ROSA, TOLOTTI, 2012; STECKELBROECK et al., 2006;
VERHEUL et al., 2007; VERHOEVEN, VOS, DELBRESSINE, 2002; ZACHARIA et al.,
2006; ZUO et al.,, 2005). Face ao exposto, levanta-se o questionamento sobre a

estabilidade deste farmaco, que em funcéo de algum fator como umidade, presenca de
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luz, oxigénio e calor, possa apresentar-se instavel e gerar produto de degradacéo,
resultando em efeitos indesejados como a perda ou diminuicdo da poténcia do
medicamento, geracdo de efeitos colaterais, ou mesmo toxicos, comprometendo a
qualidade e eficacia do medicamento manipulado.

Dessa forma, desenvolver e validar um método indicador de estabilidade para
andlise de tibolona matéria-prima e produto acabado capsulas, quantificando este
farmaco na presenca de produtos de degradacao € de grande relevancia, para que nao
conformidades sejam detectadas a tempo de se tomarem medidas corretivas antes que
as mesmas acarretem riscos para o paciente. Assim como, realizar o estudo do perfil de
dissolugdo da forma farmacéutica capsula, visando a padronizacdo do teste de
dissolucdo para ser aplicado na rotina em laboratérios de controle de qualidade,

constituem interesse deste trabalho.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento e validacdo de
meétodo analitico indicador de estabilidade para determinacdo de tibolona em capsulas,
bem como desenvolver e validar um ensaio de dissolugdo, visando aplicagdo nas

andlises de rotina no controle de qualidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar andlise qualitativa de tibolona capsulas pelos métodos tradicionais de
controle de qualidade como: aspecto, peso médio, desintegracédo, identificacdo, teor de

farmaco e uniformidade de doses unitarias.
Desenvolver e validar método analitico indicador de estabilidade para a
determinacao quantitativa de tibolona na forma farmacéutica capsulas, empregando a

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Submeter o farmaco a condi¢cdes de degradacédo forcada, envolvendo hidrolise

acida, alcalina, neutra, oxidacao, calor e fotolise.

Desenvolver e validar ensaio de dissolucdo e avaliar o comportamento do

farmaco pelo perfil de dissolucdo de capsulas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Menopausa

A menopausa €é um processo biolégico que ocorre como parte do
envelhecimento na mulher. O aumento da expectativa de vida e a diminuicdo da
mortalidade tém contribuido para o envelhecimento global da populagéo, havendo uma
percentagem cada vez maior da populacdo feminina que se encontra em pos-
menopausa (CAVADAS et al., 2010).

Atualmente, a expectativa de vida da mulher brasileira € de 72 anos. Estima-se,
assim, que as mulheres permanecam aproximadamente um terco de suas vidas em
estado de deficiéncia hormonal. Essas modificacdes, caracterizadas pela deficiéncia
hormonal, sdo acompanhadas de alteragfes fisioldgicas e comportamentais. Alteracfes
fisiolégicas como onda de calor, suores noturnos, atrofia urogenital (incontinéncia
urinéria, dispareunia), e patologias como osteoporose e doencas cardiovasculares
podem interferir na qualidade de vida da mulher. Alteracdes comportamentais referem-
se as mudancas de humor, depresséo, irritabilidade e insénia (ZAHAR, 2005).

Nas varias opc¢des terapéuticas para a pds-menopausa, a tibolona, um esterdide
sintético 19-nor derivado do noretinodrel, estruturalmente diferente do estradiol e dos
moduladores seletivos dos receptores de estrogénio (SERMs), é considerada uma
opcdo de grande valor, sendo um composto de acdo tecidual especifica com efeitos
favoraveis em diversos 6rgdos, sem estimulacao dos tecidos mamario e endometrial.
Possui acdo especifica para os tecidos, distinguindo-se das terapéuticas hormonais de
substituicdo convencionais (CARVALHO et al., 2010).

Aliando o alivio sintomatologico a estabilidade endometrial, o0 uso da tibolona
parece representar alternativa atraente em TRH (Terapia de Reposicdo Hormonal) em

mulheres na pds-menopausa.
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3.2 Terapia de Reposicado Hormonal

A partir de 1960, o segmento mais velho da populacdo dos paises
desenvolvidos tem crescido mais rapidamente que o mais jovem. Com o0 aumento da
expectativa de vida da populacdo mundial, esse fendmeno ndo serd apenas dos paises
ricos. A medida que a populacéo envelhece, procuram-se criar terapias para melhoria
da qualidade de vida em idades mais avancadas (CARLONI, 2007).

O Tratamento Hormonal foi instituido na primeira metade do século passado com
a denominacéao de reposi¢ao ou substituicdo hormonal, ganhando a adesdo de médicos
e mulheres (HALBE, CUNHA, 2010). Embora a deficiéncia hormonal ocasionada pela
menopausa seja tratavel, menos de 20% das mulheres pds-menopausicas recebem
estrogénio. A TRH, embora néo totalmente desprovida de riscos, surgiu com o propdsito
de aliviar sintomas, de agir preventivamente e reduzir assim o aparecimento de
doencas, como as cardiovasculares e a osteoporose. Dois aspectos muito importantes
sdo as profilaxias da perda 6ssea e a atenuacao dos sintomas vasomotores, que Sao
efeitos benéficos comprovados deste tratamento (GRINGS, 2009).

Milndes de mulheres séo tratadas com terapia hormonal na menopausa para
alivio da sintomatologia da menopausa, incluindo sintomas vasomotores “fogachos”
com sudorese intensa, nos quais o estrégeno é indiscutivelmente a terapéutica mais
eficiente (PARDINI, 2007). Um problema de saude que ocorre durante a menopausa €
a osteoporose, uma doenca sistémica caracterizada pela baixa massa Ossea e
deterioragcdo da micro arquitetura do tecido 6sseo. Consequentemente, existe um
aumento na fragilidade do osso e suscetibilidade a fratura, que é considerada o efeito
clinico mais importante deste processo (FROES, PEREIRA, NEGRELLI, 2002).

O alivio da sintomatologia na menopausa tem sido ha tempos atribuido a
terapéutica de reposicado hormonal no climatério, propiciando melhora significativa na
qualidade de vida das mulheres nesse periodo. Dessa forma, aliando-se o alivio

b

sintomatologico, prevencdo a osteoporose e a estabilidade endometrial, o uso da
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tibolona, horménio esterdide sintético, € uma das opc¢lGes de terapia de reposicdo

hormonal em mulheres na p6s-menopausa.

3.3 Tibolona

A tibolona, 7-alfa-metil-17-alfa-etinilestradiol (Figura 1) € um esteroide sintético
utiizado na terapia de reposicdo hormonal com propriedades estrogénicas,
progestogénicas e androgénicas. Apresenta-se na forma de po cristalino ou cristal
branco ou quase branco. Sua férmula molecular € C,;H230,. Seu peso molecular &
312,5. Praticamente insoluvel em agua, solivel em acetona e em metanol. Apresenta
polimorfismo (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011; EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2008; BLOM, 2006). E classificado como regulador seletivo da atividade estrogénica
tecidual e usado em mais de 90 paises para o tratamento de sintomas da menopausa.
E um composto tecido-seletivo que tem efeitos favoraveis no 0sso, na vagina, em
sintomas do climatério, no humor e bem-estar sexual das mulheres na p6s-menopausa,
e ndo causa estimulacdo estrogénica no endométrio e na mama, 0 que sugere uma
diminuicdo no risco de cancer de mama e cancer de endométrio, ao contrario dos
outros tipos de hormdnios (RENOUX, 2008; HENRIQUES et al., 2010). E indicada no
tratamento dos sintomas resultantes da deficiéncia estrogénica em mulheres pos-
menopausadas e na prevencao da osteoporose em estados de deficiéncia estrogénica
(BRASIL, 2012b).

Este farmaco € um pro-farmaco que é metabolizado em componentes que ativam
receptores nucleares de androgénios e progestogénios que, por sua vez, modificam os
niveis de receptores e o metabolismo estrogénico. Estudos realizados com animais
demonstraram que este farmaco possui uma atividade estrogénica quinze vezes menor
qgue o etinilestradiol, atividade progesterdnica oito vezes inferior & noretisterona e um
terco da atividade androgénica desta ultima (CARLONI, 2007).
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Figura 1. Férmula estrutural da tibolona (ZACHARIA, 2006).

3.3.1 Farmacodinamina e farmacocinética

ApoOs a administracao oral, a tibolona é rapidamente metabolizada em 3a e
3B-hidroxitibolona, pela agdo das 3a e 3B-hidroxiesteroide dehidrogenases (HSD)
hepatica e intestinal. Ambos os hidroximetabdlitos da fase | ttm uma meia-vida de
aproximadamente sete horas e sua concentracdo plasmatica maxima ultrapassa a
tibolona em dez vezes, sendo que o metabdlito 3a-hidroxi apresenta uma concentragcao
quatro vezes maior que o metabdlito 3. Estes dois metabdlitos sao responsaveis pela
acao estrogénica da tibolona. Um terceiro metabdlito, o isbmero A4 ¢é formado
diretamente da tibolona pela atividade da 3B-HSD isomerase, sendo o metabdlito 3[3-
hidroxi um substrato potencial. Esse isbmero esta presente por apenas seis horas na
circulacdo, j& que € rapidamente removido dela (SILVA et al., 2010). A Figura 2
demonstra a tibolona e seus trés metabaolitos.

O mecanismo de acdo da tibolona no alivio dos sintomas da menopausa pode
estar relacionado ao aumento secretdrio das betas-endorfinas e betas-lipoproteinas
plasmaticas. Os niveis circulantes de ambos peptidios sdo normalmente mais baixos

em mulheres pos-menopausadas com relacdo as mulheres férteis, e os aumentos das
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concentragfes plasmaticas induzidas pela tibolona estao correlacionados ao alivio dos
fogachos e outros sintomas menopausais. A tibolona parece tdo efetiva quanto o0s
estrogénios conjugados na restauracao dos niveis circulantes de beta-endorfina e beta-

lipoproteina em pacientes pds-menopausadas (BRASIL, 2012a).
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Figura 2. Tibolona e seus metabdlitos (ZACHARIA, 2006)

A conversao metabdlica da tibolona ocorre principalmente no figado e intestino.
Os metabdlitos ativos exercem efeito muito fraco sobre as enzimas do citocromo P s,
ndo se observando interacdo do uso concomitante com outros farmacos. Os
metabolitos da tibolona exercem diferentes atividades dependendo do tecido/érgéo alvo
envolvido. Assim, uma atividade estrogénica € observada nos 0ssos, vagina e cérebro,
mas nao no endométrio e mama. Este perfil clinico indica uma acao tecidual especifica
da tibolona. Diferente de outros moduladores seletivos dos receptores estrogénicos
(SERMSs), a tibolona ou seus metabolitos ndo exercem atividade anti-estrogénica,
responsavel esta pela piora dos sintomas vasomotores e pela incapacidade de
melhorar o trofismo do epitélio vaginal, observada quando se administra um SERM
(BRASIL, 2012a).
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A meia-vida dos metabdlitos predominantes na circulacédo (3a-OH e 3p-OH
metabdlitos) € cerca de 7 — 8 horas, enquanto que o A4-isdmero é apenas detectado na
circulacdo nas 2 primeiras horas apos a ingestdo do farmaco. Os metabdlitos sdo
excretados na bile e eliminados predominantemente pelas fezes. Uma pequena
quantidade é excretada na urina. A sua meia-vida de eliminagéo € de aproximadamente
45 horas (BRASIL, 2012a).

3.4 Estabilidade: Estudo de degradacéo for¢cada ou teste de estresse

A estabilidade é definida como o tempo durante o qual a especialidade
farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente, mantém dentro dos
limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as mesmas
condicBes e caracteristicas que possuia quando da época de sua fabricacdo. Pode
também ser definida como o periodo de tempo compreendido entre 0 momento no qual
0 produto estd sendo fabricado aquele que sua poténcia esta reduzida a ndo mais do
que 10%, desde que os produtos de alteracdo estejam todos seguramente identificados
e previamente reconhecidos seus efeitos (SILVA et. al, 2009).

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, além de fatores relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composic¢ao, processo de fabricacao, tipo e propriedades dos
materiais de embalagem (BRASIL, 2005a).

Testes de degradacdo forcada ou teste de estresse sdo realizados para
demonstrar a seletividade no desenvolvimento do meétodo indicador de estabilidade,
principalmente quando ha pouca informacdo disponivel quanto ao potencial dos
possiveis produtos de degradacgédo formados (REYNOLDS et al., 2002).

O teste de estresse é definido como um teste de estabilidade para farmacos e

medicamentos sob condicbes extremas. Este teste mostra-se como uma tendéncia

24



dentro do planejamento para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica, pois a
investigacdo da estabilidade intrinseca do farmaco fornece abordagens de formulagédo e
indica tipos de adjuvantes, aditivos de protecao especificos e de acondicionamento, que
provavelmente melhorardo a integridade do farmaco e do produto (SILVA et al., 2009).

Estudos de degradacdo térmica, decomposicdo por hidrolise, decomposicao
oxidativa e fotOlise estdo entre os testes aos quais os farmacos e produtos
farmacéuticos podem ser submetidos nos ensaios de estresse (REYNOLDS et al.,
2002).

A agua é considerada como um dos principais catalisadores em reacfes de
degradacdo. Muitos farmacos s&o considerados como instdveis nesse meio e
necessitam de intervencdes durante a formulacdo e armazenamento, para que a
eficacia e sua estabilidade e da forma farmacéutica final ndo sejam comprometidas.
Para a avaliacdo da instabilidade sob a condicao de hidrélise, também deve ser levado
em consideracdo o pH do meio, pois ions hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou
retardar o processo de degradacao (SILVA et al., 2009).

A degradacédo oxidativa € uma das causas de instabilidade, afetando varios tipos
de farmacos como os aldeidos, alcodis, fendis, acucares, alcaléides, 6leos e gorduras
insaturadas, onde muitas modificacbes ocorrem espontaneamente sob influéncia do
oxigénio atmosférico, sendo estas reac¢fes lentas, inicialmente, mas vdo sendo cada
vez mais rapidas ao longo do tempo (POMBAL, BARATA, OLIVEIRA, 2010).

O estudo de fotoestabilidade se prop8e a observar a absorcdo de radiacao pela
substancia ativa. Praticamente todas as substancias terapeuticamente ativas, Sao
capazes de absorver radiacbes eletromagnéticas. A radiacao ultravioleta é muito
energética e pode propiciar a clivagem de muitas ligacdes quimicas, ocorrendo a
degradacdo da molécula. Desta forma, é importante conhecer a fotoestabilidade dos
farmacos empregados na fabricacdo de medicamentos e os produtos formados devido
a fotdlise, além de avaliar a toxicidade destes ultimos (POMBAL, BARATA, OLIVEIRA,
2010; LEITE, 2005).

A analise térmica € a mais importante dentre os fatores analisados envolvidos na

degradacdo de produtos farmacéuticos, uma vez que, na maioria dos casos, a
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velocidade de degradacdo quimica aumenta com o aumento da temperatura e nao

existe um acondicionamento capaz de protegé-los dos efeitos do calor (LEITE, 2005).

3.5 Metodologia analitica

A escolha de uma metodologia analitica adequada é de fundamental importancia
para o procedimento do controle de qualidade de uma substéncia ativa ou forma
farmacéutica. Deve-se permitir a deteccdo e a quantificacdo do farmaco — isolado ou
em formulacdo- na presenca de possiveis produtos de degradacdo e em produtos de
interacdo (principio ativo/ excipiente). Alguns fatores devem ser levados em
consideracdo como: o tempo de analise, custo, viabilidade e facilidade de execucédo do
método (LEITE, 2005; VALENTINI, SOMMER, MATIOLI, 2007).

Milhdes de medicdes analiticas sdo efetuadas a cada dia em milhares de
laboratorios ao redor do mundo. Uma forte infra-estrutura internacional de medicGes
esta sendo implementada e, verifica-se a necessidade progressiva de dados analiticos
comparaveis e consistentes para a eliminacdo de barreiras técnicas entre os paises.
Para atingir esse processo de conhecimento mutuo a nivel internacional, em que uma
vez efetuada a medicéo esta é aceita em qualquer pais, requisitos legais de certificacao
e credenciamento devem ser observados (BARROS, 2002; ICH, 2005).

Todo trabalho analitico deve ser adequadamente planejado. Um plano destes
pode ser, em sua forma mais basica, simplesmente uma entrada em um caderno de
anotacdes. Planos mais detalhados deverdo ser apropriados para as tarefas maiores e
mais complicadas. Para trabalho realizado segundo as Boas Praticas de Laboratorios,
ha um requisito especifico de que o trabalho seja realizado segundo planos de estudo
documentados (BRASIL, 2005).

Um método indicador de estabilidade € um método analitico validado que mede

de forma precisa o principio ativo, tanto para matéria-prima quanto para o produto
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acabado, de forma seletiva em relacdo as impurezas, excipientes e produtos de
degradacéo (FDA, 2000).

Métodos de analise tém certos atributos como exatidao, precisdo, especificidade,
sensibilidade, e todos devem ser considerados ao selecionar um que seja apropriado
para uma situacdo especifica. Nem sempre € possivel ou mesmo desejavel otimizar
todos estes atributos simultaneamente. De forma resumida, o analista deve avaliar toda
a informacao disponivel e decidir considerando o nivel de incerteza aceitavel (PINTO,
KANEKO, PINTO, 2010; BRASIL, 2003).

3.6 Validacéo

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de dois
parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e
o alcance de um método durante as operacbes de rotina de um laboratério é
estabelecendo os limites destes parametros por meio da estimativa das figuras de
mérito, numa etapa conhecida como validacdo (RIBEIRO et al., 2008).

E cada vez mais reconhecida e exigida a necessidade de mostrar a qualidade de
medicdes quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.
Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer o processo de validacao
(RIBANI et al., 2004).

Para assegurar a reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados de um
meétodo analitico devem ser seguidas todas as etapas necessarias do processo de
validagdo. A validacdo de um meétodo desenvolvido, ou mesmo, a validacdo de

modificacdes de ajuste de métodos ja publicados, mesmo os oficiais, envolve uma
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etapa critica que é o julgamento do nivel de validacdo necessario conforme o objetivo a
que se destina 0 método analitico.

O conceito do termo validacdo era utilizado em analises na quimica analitica
inorganica, a fim de assegurar dados confiaveis de serem utilizados na descoberta,
desenvolvimento e fabricacdo de produtos farmacéuticos. Atualmente, os dados
analiticos também sdo usados na selecdo de farmacos em potencial, no
desenvolvimento de sua sintese, nos estudos de formulagdes, no monitoramento da
estabilidade de farmacos e nos testes de produtos acabados para comercializacao
(VALENTINI, SOMMER, MATIOLI, 2004).

Validar um método analitico é demonstrar que o método € adequado ao uso
pretendido, é um aspecto vital da garantia da qualidade analitica e tem recebido
consideravel atencéo na literatura. A determinacdo das caracteristicas de desempenho
do método é somente uma parte do processo e os critérios de aceitacado sdo baseados
no uso intencional do método. E recomendado que o planejamento e a execucgido da
validacdo de método siga um plano mestre de validacdo (BARROS, 2002).

A validacdo de métodos analiticos comprova, através de evidéncias objetivas
que requisitos para uma determinada aplicacdo ou uso especifico sdo atendidos. Pode
ser definida como o processo que confere validade a um método analitico, instrumento
ou equipamento, cujas especificagbes sdo aceitas como corretas, conferindo
confiabilidade aos resultados obtidos (SILVA, ALVES, 2006).

Estabelecer um bom procedimento de validacdo requer a realizacdo de um
namero adequado de analises, sem perder a qualidade das estimativas, o que é um
desafio na rotina de um laboratério devido as restricdes de tempo, custo e potencial
instrumental (RIBEIRO et al., 2008).

A validacdo de um método é um processo continuo que comega no planejamento
da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
transferéncia. Para registro de novos produtos, todos os orgaos regulatorios do Brasil e
de outros paises exigem a validacdo de metodologia analitica e, para isso, a maioria
deles tem estabelecido documentos oficiais que sao diretrizes a serem adotadas no

processo de validacdo. Um processo de validagcdo bem definido e documentado oferece
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as exigéncias regulatorias evidéncias objetivas de que os métodos e 0s sistemas sao
adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003).

A validacdo do método analitico deve ser documentada e os procedimentos
devem ser claros, objetivos e completos. A documentacdo consiste do plano mestre,
protocolo, planilhas de dados e relatorio. O plano mestre de validagdo € o documento
estratégico e conttm o cronograma de atividades e responsabilidades pelo
desempenho das tarefas inclusive elaboracéo, revisdo e aprovacdo dos documentos
(BARROS, 2002).

Orgdos como ICH (International Conference on Harmonization), IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), ISO (International Standart
Organization), ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), INMETRO (Instituto
Internacional de Metrologia) e outros exigem o item validacdo de métodos analiticos
como um requisito fundamental no credenciamento para a qualidade assegurada e
demonstracdo de competéncia técnica (ICH, 2005; INTERNATIONAL STANDARD
ORGANIZATION, 1999; BRASIL, 2003; INMETRO, 2010).

Ndo ha um procedimento normalizado que estabeleca como executar a
validacdo de métodos instrumentais de separacdo. E importante ressaltar que as
diferentes terminologias e até algumas caracteristicas de desempenho do método tém,
em sua maior parte, 0 mesmo significado, porém descrito de uma maneira distinta, para
aplicacoes diferentes (RIBANI et al., 2004).

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a ANVISA e o INMETRO. Estes 6rgdos disponibilizam guias
para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, como a Resolu¢do RE n° 899,
de 29/05/2003 da ANVISA e o documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO, (reviséo 3),
de fevereiro/2010 (BRASIL, 2003; INMETRO, 2010; RIBANI et al., 2004).

A Resolucédo RE n° 899, de 29/05/2003 determina que a validacdo deva garantir,
por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, preciséo, sensibilidade, limite de quantificagéo e

deteccgéo e exatiddo adequados a analise (BRASIL, 2003).
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Os parametros citados anteriormente sao definidos abaixo:

Especificidade e Seletividade: E a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas,
produtos de degradacao e componentes da matriz (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Linearidade: E a capacidade de um método analitico de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Intervalo: O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificacado
superior e inferior de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de
linearidade e depende da aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela
confirmacédo de que o método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequadas
guando aplicados a amostras contendo quantidades de substancias dentro do intervalo
especificado (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Precisdo: A precisdo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é
considerada em trés niveis (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

¢ Repetibilidade (preciséo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro
de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao.
A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentracdes,
baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinacfes a
100% da concentracao do teste.

e Preciséo intermediéria (preciséo inter-corridas): concordancia entre os resultados
do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes. Para a determinagdo da precisdo intermediéria
recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes.

e Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados
obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente
aplicados a padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para incluséo

de metodologia em farmacopeias. Estes dados ndo precisam ser apresentados
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para a concessao de registro. A precisdo de um método analitico pode ser

expressa como 0 desvio padrdo ou desvio padrao relativo (coeficiente de

variacdo) de uma série de medidas.

Limite de Quantificac&o: E a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo é um parametro determinado,
principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em
farmacos e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e € expresso como
concentragdo do analito (por exemplo, percentagem p/p ou p/v, parte por milhdo) na
amostra (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Exatiddo: A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003; ICH,
2005).

Robustez: A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este
apresenta frente a pequenas variacdes. Um método diz-se robusto se revelar
praticamente insensivel a pequenas variacdes que possam ocorrer quando esse esta
sendo executado. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a
avaliacdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a variacdes nas
condicdes analiticas, estas deverdo ser controladas e precauc¢des devem ser incluidas
no procedimento (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Os parametros analiticos devem ser baseados na intencdo do uso do método. Se
um método serd usado na analise qualitativa em nivel de tragos, por exemplo, ndo ha
necessidade de testar e validar a linearidade do método sobre toda a faixa linear
dindmica do equipamento (BRASIL, 2003; RIBANI et. al, 2004).
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3.7 Teste de dissolucao

A dissolucédo pode ser definida como a transferéncia de moléculas ou ions de um
estado soélido para a solugdo. Os farmacos sélidos precisam ser dissolvidos para que
possam ser absorvidos. Uma vez que o farmaco tenha passado com éxito para o
estado de solucéo, encontra-se disponivel para ser absorvido (AULTON, 2005).

O teste de dissolucédo possibilita determinar a quantidade de substancia ativa
dissolvida no meio de dissolucdo quando o produto é submetido & acdo de
aparelhagem especifica, sob condi¢cdes experimentais descritas. O resultado é
expresso em porcentagem da quantidade declarada no rotulo. O teste se destina a
demonstrar se o produto atende as exigéncias constantes na monografia do
medicamento em comprimidos, capsulas e outros casos em que o teste seja requerido
(BRASIL, 2013).

A solubilidade intrinseca de um farmaco desempenha importante papel na sua
dissolucdo a partir de uma forma farmacéutica solida. Logo, torna-se fundamental
conhecer a solubilidade do mesmo em diferentes solventes, de modo a selecionar
meios de dissolucdo adequados para as formulagcdes que o contenham (SILVA,
VOLPATO, 2002).

Testes de dissolugdo in vitro constituem um dos instrumentos essenciais para a
avaliacdo das propriedades biofarmacotécnicas das formulacdes. Eles fornecem
também informacgBes Uteis tanto para a Pesquisa e Desenvolvimento, como para a
producdo e controle de qualidade. No desenvolvimento farmacotécnico, os testes de
dissolucédo permitem a avaliagcdo de novas formulagdes, verificacdo da estabilidade e
possibilitam estudos de correlagédo in vitro — in vivo (MALESUIK et al., 2006).

Durante a fase de producdo e controle de qualidade os testes de dissolucéo
permitem detectar desvios de fabricacdo, de uniformidade do produto e de
reprodutibilidade lote a lote (MALESUIK et al., 2006).

O ensaio de dissolugdo nada mais é do que um teste fisico de natureza

destrutiva, no qual o farmaco passa para a forma soltvel a partir da forma farmacéutica
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intacta ou de seus fragmentos e particulas formados durante o teste, no caso de
capsulas e comprimidos (MARCOLONGO, 2003).

Com os avancos da tecnologia e das pesquisas envolvendo liberacdo de
farmacos, modernizacdo dos testes e mais énfase na previsibilidade de efeitos
terapéuticos por meio de testes in vitro, os testes de dissolucédo tém ganhado cada vez
mais popularidade. Apesar de terem sido introduzidos inicialmente como uma forma de
caracterizar o perfil de liberacdo de farmacos pouco solluveis, atualmente os testes de
dissolucdo fazem parte das monografias de quase todas as formas farmacéuticas
solidas.

No Brasil os ensaios de dissolu¢cdo passaram a ser exigidos para o registro de
medicamentos a partir de 1999, com a introducdo dos medicamentos genéricos. Nesse
sentido, torna-se interessante revisar e discutir os aspectos técnico-cientificos e
regulatérios relativos a esses ensaios como forma de avaliar o “estado de arte” de tao
importante ensaio in vitro na area de Ciéncias Farmacéuticas (MARCOLONGO, 2003).

A taxa de dissolucdo de um farmaco a partir do estado sélido é definida como a
guantidade do farmaco que passa para o estado de solucdo, por unidade de tempo, sob
interface liquido/sélido, temperatura e composicdo do solvente padronizado. Em
biofarmacotécnica, taxa de dissolugdo normalmente se refere a taxa pelo qual um
farmaco se dissolve a partir de uma forma farmacéutica intacta ou seus fragmentos e
particulas formados durante o teste. Os termos solubilizacdo ou taxa de dissolucao
podem ser usados com o mesmo significado, embora a maioria dos autores prefira o
Gltimo (BANAKAR, 1992).

O sistema de classificacdo biofarmacéutica, proposto por Gordon Amidon e
colaboradores em 1995, assume que tanto a solubilidade quanto a permeabilidade sdo
parametros chaves que controlam a absor¢do dos farmacos. Os farmacos sdo entédo
subdivididos em quatro categorias:

e Classe I: farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade
e Classe lI: farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade
e Classe lll: farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade

e Classe IV: farmacos de baixa solubilidade e baixa permeabilidade
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Utilizando essa classificagdo € possivel identificar formulacbes cuja
biodisponibilidade seja insensivel a mudancas na formulacdo (MARCOLONGO, 2003).

Inidmeras séo as variaveis que podem modificar os resultados de um ensaio de
dissolucédo. Todas devem ser consideradas, mas algumas devem ser rigorosamente
monitoradas para obtencdo de resultados confiaveis. Varios fatores mencionados a
seguir sdo interdependentes, o que faz com que sua andlise seja bastante complexa
(MARCOLONGO, 2003).

3.7.1 Fatores que interferem na dissolugdo, relacionados ao farmaco e

formulacéao

Entre fatores que interferem na dissolu¢do, relacionados ao farmaco e
formulacdo tem-se a solubilidade, tamanho da particula, natureza quimica, excipientes
e natureza quimica os quais estao descritos abaixo.

Solubilidade: E um parametro termodindmico que representa a concentracdo da
solucdo de um farmaco em equilibrio com o soluto. E o fator que mais afeta a
velocidade de dissolu¢do (MARCOLONGO, 2003).

Tamanho de particula: Um farmaco dissolvera mais rapidamente quanto maior
for a sua area de superficie, ou seja, quanto menor for o tamanho de suas particulas.
Por essa razdo muitos farmacos se encontram micronizados, de forma a facilitar sua
dissolucéo e, consequentemente, sua absor¢cdo (MARCOLONGO, 2003).

Natureza quimica: Estado amorfo, cristalino e a existéncia de polimorfos (cristais
com arranjos espaciais diferenciados que apresentam diferentes propriedades fisicas).
Geralmente, substancias amorfas sdo mais solUveis que as cristalinas, assim como
substancias anidras sdo mais soluveis que as hidratadas do mesmo farmaco (GIBALDI,
1991).

Forma farmacéutica: Capsulas de gelatina, de modo geral, rompem-se
rapidamente expondo seus conteudos aos liquidos do TGIl, mas a tecnologia de

fabricacéo e os diluentes presentes na formulacdo podem fazer com que a dissolucao
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nao ocorra tdo rapidamente quanto o esperado. A dissolugdo de comprimido depende,
primariamente, da desintegracdo do comprimido e dos granulos (GIBALDI, 1991).

Excipientes: Praticamente todos o0s excipientes envolvidos na formulagcéo
exercem alguma influéncia na dissolucdo, seja ela negativa ou positiva. Lubrificantes
insolaveis, por exemplo, retardam o processo de dissolugcéo, assim como a utilizacdo de
goma na granulacdo umida (conforme aumenta a concentracdo utilizada, diminui a
dissolucéo). A utilizacdo de polimeros hidrossollveis e gelatina como aglutinantes tem
mostrado um aumento nas taxas de dissolucédo de farmacos pouco soluveis (GIBALDI,
1991). Outro fator a ser considerado € a adsorcdo do farmaco a componentes da
formulagdo (BANAKAR, 1992).

Tecnologia de fabricacéo: O tipo de granulacéo utilizada, via seca ou via umida,
tem impacto significativo na dissolucdo. De modo geral, a granulacdo umida favorece a
dissolugcdo de farmacos pouco sollveis por conferir a ele caracteristicas mais
hidrofilicas. A forca de compressdo é uma varidvel complexa que pode afetar a
dissolucéo de diferentes formas. Quando as particulas tendem a se aglutinar durante o
processo de compressdo, a dissolucdo pode diminuir. Por outro lado, quando as
particulas ndo se aglutinam, a taxa de dissolucdo tende a aumentar (MARCOLONGO,
2003).

3.7.2 Fatores que interferem na dissoluc¢éo, relacionados com o equipamento

Entre relacdo aos equipamentos, tem-se como fatores interferentes na
dissolucdo a utilizacdo dos aparatos, geometria do sistema, vibracdo do sistema,
velocidade de agitacdo, posicdo da haste, posicdo e método de amostragem e
dispositivos para formas farmacéuticas que flutuam os quais estdo descritos abaixo.

Aparatos (pa e cesto): E reconhecido que os aparatos oferecem condicdes de
trabalho diferentes dependendo do seu mecanismo (BANAKAR, 1992).

Geometria do sistema: O eixo do elemento de rotacdo (cesta ou pa) deve

coincidir em todos os pontos com o eixo central da cuba, sendo permitido no maximo
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um desvio de 2 mm. O ideal é que as hastes rodem sem excentricidade
(MARCOLONGO, 2003).

Vibracdo do sistema: O ideal é que ndo haja nenhuma vibracdo, uma vez que ela
pode alterar o fluxo laminar e introduzir energia dinamica indesejavel, o que,
eventualmente, pode causar mudancas significativas na cinética de dissolucdo de
alguns produtos (MARCOLONGO, 2003).

Velocidade de agitacdo: A taxa de dissolucdo € diretamente afetada pela
velocidade de agitacdo, uma vez que a espessura da camada de difusdo €
inversamente proporcional a velocidade de agitagcdo (BANAKAR, 1992).

Posicdo da haste: Devem ser observadas as especificacfes farmacopéias para
posicionamento das hastes dentro da cuba, obedecendo-se os limites estabelecidos, ja
gue o mau alinhamento pode causar distarbios tao significativos no fluxo, que a taxa de
dissolucéo pode variar em 25% de teste para teste (BANAKAR, 1992).

Posicdo e método de amostragem: a posicdo de amostragem pode interferir em
maior ou menor grau nos resultados da dissolucdo dependendo do tamanho das
particulas de desintegracdo do produto e da diferenca de densidade entre as particulas
e 0 meio de dissolucdo (MARCOLONGO, 2003).

Dispositivos para formas farmacéuticas que flutuam: é permitido o uso de um
dispositivo para auxiliar que formas farmacéuticas que tendem a flutuar permanecam no
fundo da cuba de dissolucdo. Normalmente essas pecas sdo de aco inoxidavel
(MARCOLONGO, 2003).

3.7.3 Fatores que interferem na dissolucdo, relacionados com o meio de

dissolucéo

Entre fatores que interferem na dissolugéo, relacionados com o meio de
dissolucéo tem-se o volume, presenca de ar ou gases, pH, evaporacdo do meio,

temperatura, viscosidade e tensoativo 0s quais estdo descritos abaixo.
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Volume: o volume apropriado do meio de dissolugdo depende principalmente da
solubilidade do farmaco. De forma a minimizar os efeitos de gradiente de concentracao
e manter as condic¢des sink, a concentracdo do farmaco ndo deve exceder 10-15% da
sua solubilidade maxima no meio selecionado (MARCOLONGO, 2003).

Presenca de ar ou gases: pode gerar varios problemas. Podem afetar o pH e
impedir o fluxo adequado do meio de dissolu¢do, provocar mudangas no movimento
das particulas e diminuir o contato entre o liquido e o sdélido. O meio pode ser
devidamente desaerado/desgasificado por aquecimento a 45 °C seguido por filtracdo a
vacuo, por sonicacdo a 37°C, por ebulicdo seguida de esfriamento da agua ou por
borbulhamento de gas hélio no meio (MARCOLONGO, 2003).

pH: o pH no trato gastrintestinal varia entre 1,0 e 7,8. Dessa forma a escolha do
pH do meio deve considerar principalmente o tipo de liberacdo do farmaco a partir da
forma farmacéutica e o sitio de absor¢cdo do meio (MARCOLONGO, 2003).

Evaporagao do meio: pode der minimizada aquecendo-se o meio a 37 °C antes
de introduzi-lo na cuba de dissolu¢cdo (MARCOLONGO, 2003).

Temperatura: normalmente temperaturas elevadas favorecem a dissolucéo e a
solubilidade do farmaco, dessa forma, recomenda-se que a temperatura do teste seja
monitorada (MARCOLONGO, 2003).

Viscosidade: de modo geral, quanto maior for a viscosidade do meio, mais lenta
sera a dissolucdo, uma vez que as moléculas dissolvidas tém seu transito dificultado
pela viscosidade (BANAKAR, 1992).

Tensoativo: pode ser usado quando se deseja aumentar a solubilidade para
farmacos de classe IlI, como a tibolona. Os tensoativos diminuem a tensdo superficial
entre o solido e o meio de dissolucéo favorecendo a dissolucéo, e podem ser utilizados

mesmo abaixo da concentragdo micelar critica (MARCOLONGO 2003).
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3.7.4 Fatores que interferem na dissolucéao, relacionados com o meio ambiente

Um fator que influéncia na dissolucéo e esta relacionado ao meio ambiente € a
condicdo de estocagem, pois durante a estocagem o produto pode passar por
mudancas nas suas caracteristicas fisico-quimicas que podem de alguma forma, afetar
0 seu desempenho in vitro e in vivo. Outro aspecto muito importante € a embalagem,

gue deve proteger o produto da melhor forma possivel (MARCOLONGO 2003).

3.7.5 Fatores que interferem na dissolucéo, relacionados com o método analitico

O método de filtracdo e o método analitico sdo dois fatores que influenciam a
dissolucéo, pois os filtros utilizados ndo devem adsorver o farmaco, nem liberar
particulas de material para a solucdo e o método analitico deve estar validado para o
procedimento(MARCOLONGO, 2003).

38



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Amostras

Foram utilizadas capsulas de tibolona 2,5 mg manipuladas, provenientes de trés

diferentes farmacias magistrais, denominadas formulacdes A, B, e C, respectivamente.

e Formulacéo A:
Validade: 24/03/2013

e Formulacéo B:
Validade: 24/03/2013

e Formulacéo C:
Validade: 22/04/2013

Também foi utilizado o Medicamento de referéncia Livial 2,5 mg, na forma
farmacéutica comprimidos, proveniente do Laboratorio Schering-Plough, Lote: 26807,
Fabricacdo em 06/2011 e Validade em 06/2013.
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4.1.2 Padrdes

Empregou-se tibolona matéria-prima como padrdo de trabalho (Genix, lote
20110901B, validade 09/09/13) que foi validada a partir de padrdo primario (British
Pharmacopeia, lote 3053 (vigente), teor 99,2%.

4.1.3 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes:

e Agua ultra-pura, sistema Millipore Milli-Q;

e Acetonitrila grau cromatografico, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil) e Proquimios
(Bangu, RJ, Brasil);

e Metanol grau cromatografico, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil);

e Hidréxido de sédio, &cido cloridrico, peroxido de hidrogénio grau P. A., Vetec (Duque
de Caxias, RJ, Brasil);

e Fosfato de potassio monobasico, lauril sulfato de sédio, acido acético (Vetec, RJ,
Brasil); acetato de sddio (Proquimios, RJ, Brasil).

4.1.4 Equipamentos

Os equipamentos que foram utilizados nos experimentos, estdo descritos a

sequir:

e Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC 2800 A (Indaiatuba, SP, Brasil);

e Balanca analitica Marte, modelo AY220 (Santa Rita do Sapucai, MG, Brasil);
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Bomba de vacuo Nova técnica, modelo NT 613 (Diadema, SP, Brasil);

Camara de fotoestabilidade que possui 100 cm de comprimento, 16 cm de altura e
16 cm de profundidade, equipada com lampada germicida OSRAM HNS® de 30 W
G13 (Fabricada manualmente).

Desintegrador Nova ética, modelo 3013 (Vargem Grande paulista, SP, Brasil);
Dissolutor modelo TDT-08L (Electrolab, India), com sinkers;

Espctrémetro de massas, model MicrotofQ-Il, (MA, EUA);

Estufa Ethiktechnology, modelo 400-2 ND (Vargem Grande Paulista, SP Brasil);
pHmetro digital Del lab, modelo DLA-PH (Araraquara, SP, Brasil);

Sistema de cromatografia a liquido Shimadzu série LC-10 A com sistema de
integracdo CLASS-VP, bomba LC-Advp, degaseificador DGU, injetor manual 7725i,
detector UV spd-10avp/ injetor automatico/ detector DAD modelo spd-M10avp, forno
CTO-10Avp e controlador SCL-10Avp (Quioto, Japao);

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Millipore, (Milford, MA, EUA);

4.2 Desenvolvimento de método cromatogréafico indicador de estabilidade para

guantificacao de tibolona em capsulas

4.2.1 Condigdes cromatograficas

A separacdo cromatogréfica foi realizada a temperatura de 30 °C, empregando-

se uma coluna de fase reversa C;g Thermo Scientific, de 250 mm de comprimento, 5

um de diametro de particula e 4 mm de diametro interno.

A fase moével foi constituida por mistura de acetonitrila e 4gua ultra-pura, na

proporcao de 60:40 (v/v), Filtrou-se em membrana filtrante de 0,45 um (Millipore). Para

degaseificar levou-se ao banho de ultrassom por vinte minutos.
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A vazao utilizada foi de 1 mL/min., injetando-se 20 pL e efetuando-se a corrida a
205 nm.

4.2.2 Preparo das solucgdes padrao

Pesou-se, exatamente, cerca de 10 mg de tibolona e transferiu-se para balédo
volumétrico de 100 mL. Acrescentou-se aproximadamente 70 mL de fase moével e
levou-se ao banho de ultrassom por 5 minutos. Em seguida completou-se o volume com
fase movel, obtendo-se assim uma solucdo estoque padrédo de trabalho 100 pug/mL, a
qual foi posteriormente filtrada.

A partir da solucéo estoque padréo de trabalho a 100 pg/mL foram preparadas as
demais solucbes em diferentes niveis de concentracdo para as analises em

cromatografia liquida de alta eficiéncia, usando fase mével como diluente.

4.2.3 Preparo das solugdes amostra

Vinte capsulas foram pesadas individualmente e seu contetdo foi removido
segundo critérios da Farmacopeia Brasileira. O involucro foi novamente pesado, e 0
peso do conteddo de cada capsula foi obtido subtraindo-se o peso inicial do peso das
capsulas vazias. O valor equivalente a um peso médio, foi transferido para balédo
volumétrico de 25 mL e adicionou-se aproximadamente 20 mL de fase mével e levou-se
ao banho de ultrassom por 5 minutos. O volume foi completado com fase movel,
obtendo-se uma solucéo estoque amostra 100 pg/mL.

Vinte comprimidos do medicamento de referéncia foram pesados individualmente
e determinou-se o peso médio. Estes comprimidos foram triturados e do pé resultante,

pesou-se o equivalente ao peso médio que corresponde a 2,5 mg de tibolona, o qual foi
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transferido para baldo volumétrico de 25 mL e adicionou-se aproximadamente 20 mL de
fase movel e levou-se ao banho de ultrassom por 5 minutos. O volume foi completado
com fase movel, obtendo-se uma solucao estoque amostra 100 pug/mL.

A partir das solucbes estoque amostra de 100 pg/mL foram preparadas as
demais solugbes em diferentes niveis de concentracdo para as analises em

cromatografia liquida de alta eficiéncia, usando fase mével como diluente.

4.2.4 Preparo das solucdes placebo

Foi preparada uma mistura dos placebos das formulacdes A, B e C na propor¢ao
1:1:1 e transferida para baldo volumétrico de 25 mL. O placebo de comprimidos foi
preparado pela mistura de 10 mg de amido, 0,2 de palmitato de ascorbila, 0,5 mg de
estearato de magnésio e 86,8 mg de lactose. Essa mistura foi transferida para baldo
volumétrico de 25 mL. Para cada preparacdo foram adicionados cerca de 20 mL de
fase movel e levados ao banho de ultrassom por 5 minutos. Os volumes foram
completados com fase mével e logo em seguida 1 mL de cada solucao filtrada foram
transferidos para bal6es volumétricos de 10 mL e diluidas com fase movel para

posterior analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os adjuvantes das formulagfes de capsulas e comprimidos foram contituidos de:

Placebo da formulacdo A: estearato de magnésio, carbonato de magnésio, talco,
aerosil e amido.

Placebo da formulacdo B: estearato de magnésio, celulose microcristalina, aerosil e
amido.

Placebo da formulagéo C: celulose microcristalina, lactose, lauril sulfato de sodio,

aerosil e amido glicolato de sédio.
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Placebo de comprimidos: amido, estearato de magnésio, palmitato de ascorbila e
lactose.

4.2.5 Estudo de degradacao forcada

O perfil de degradacéo forcada de tibolona foi estudado sob varias condi¢cdes
como descrito a seqguir:

Todas as solugdes para o estudo de degradacdo de tibolona foram preparadas
para gerar concentracdo final de 100 pug/mL do farmaco. Todas as amostras foram
posteriormente diluidas em fase moével para concentracdo de 10 ug mL™ e filtradas
antes das injegoes.

e Hidrolise acida, alcalina e neutra: na degradacdo Aacida, alcalina e neutra,
primeiramente o padrdo de trabalho foi dissolvido em 50 mL de metanol e
acrescentados posteriormente 50 mL de HCI 0,2 mol L™, NaOH 0,2 mol L* e
agua Mili-Q, respectivamente. Todas as solu¢cbes apresentaram concentracao
final de 0,1 mol L™* de HCI, NaOH e agua e foram expostas a temperatura de 60
°C por 24h em estufa.

e Degradacdo oxidativa: a solucdo para o estudo de estresse oxidativo foi
preparada em peréxido de hidrogénio (H202) a 3%, onde o padrao foi dissolvido
em 100 mL de perédxido de hidrogénio e a solu¢cdo mantida a 60 °C por 24h em
estufa.

e Degradacao fotolitica: uma amostra de tibolona padrao de trabalho p6 foi exposta
a 10 cm da luz UV em uma camara de fotoestabilidade (temperatura de 26 + 2
°C por 72h). ApoOs esta condicdo a amostra foi dissolvida e diluida para a
concentracdo de 10 pg mL™ para andlise em cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

e Degradacgdo térmica: para o teste de estresse térmico, o p6 da tibolona padréo

de trabalho foi exposto a temperatura de 105 °C por 24h em estufa. Terminado
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o periodo de exposicdo, foi preparada solucéo de concentracéo 10 pg mL™ em

fase mével, para andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Antes das analises cromatograficas as solucdes acidas e basicas foram
neutralizadas e todas as solu¢des foram diluidas em fase movel para concentracao de
10 ug mL™ para analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia. Nas condicdes
(temperatura e luz UV) as amostras foram dissolvidas e diluidas para a concentracdo de
10 pg mL* para anélise em cromatografia liquida de alta eficiéncia. As amostras dos
brancos correspondentes foram injetados simultaneamente.

Os brancos da hidrélise &cida, alcalina e neutra foram preparados de maneira
similar as amostras, porém sem adicionar o padrao de trabalho de tibolona. O branco
da fotodegradacdo foi a amostra de padrdo de trabalho mantida na camara de
fotoestabilidade protegida da luz UV por 72 horas. O branco da degradac¢éo térmica foi
a prépria solucdo padréo de trabalho de tibolona a 10 pug/mL.

4.2.5.1 Identificac&o dos produtos de degradacao

A analise das solucdes degradadas de tibolona foram avaliadas por HPLC-
QTOF/MS para determinar os valores da razdo massa/carga (m/z) dos produtos de
degradacéao de tibolona formados a partir do estudo de degradacao forgada.

A determinacdo cromatogréafica foi realizada em coluna Kinetex Ci5 (10,0 cm x
2,1 mm ; 2,6 um), da marca Phenomenex. As condicdes de analise foram: temperatura
da coluna de 30 °C; fase movel composta por ACN:H,0 (50:50, v/v) com 0,1% de acido
férmico operando no modo de elui¢do isocratico; vazao da fase movel de 0,25 mL/ min;
volume de injecdo de 2 pL e o comprimento de onda monitorado foi de 205 nm.

O espectrébmetro de massas utilizado foi um sistema hibrido QqTOF MS (Microtof
Q-ll, da Bruker Daltonics). A interface entre o HPLC e o espectrdmetro de massas

consistiu em uma fonte de ionizagéo electrospray (operando no modo ion positivo), nas
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seguintes condi¢cdes de andlise: temperatura da fonte de ions de 190 °C; voltagem do
capilar de 4500 V; pressdo do gas nebulizador de 4 bar e vazao do gas secante de 8

mL/ min. As andlises foram realizadas no modo MS.

4.2.6 Validacdo do método

O método foi validado pela avaliacdo dos parédmetros de seletividade,
linearidade, limites de deteccao e quantificagcéo, precisao, exatidao e robustez, segundo
critérios do ICH e ANVISA.

4.2.6.1 Seletividade

Para o estudo da seletividade do método foram comparados 0s cromatogramas
das solucbes placebo de cépsulas e comprimidos de tibolona, preparadas conforme
mencionado no item 4. 2. 4 com o cromatograma da solucdo padréao de tibolona de 10
pug/mL, preparada conforme mencionado no item 4. 2. 2.

A seletividade de um método analitico pode ser avaliada também pela pureza da
banda cromatografica empregando o detector DAD (BRASIL, 2003). Dessa forma, para
o estudo da seletividade dos produtos de degradacao, foi empregado o detector DAD,
para comprovar que nao houve interferéncias de produtos de degradacdo na banda
cromatografica da tibolona, onde os espectros das amostras submetidas a condicédo de
estresse foram comparados ao espectro do padrao primario de tibolona (British
Pharmacopeia).

46



4.2.6.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas analiticas
obtidas em 3 dias consecutivos, com 5 concentra¢cdes em triplicata no intervalo de 5 ug
mL* a 25 ug mL™ (5, 10, 15, 20 e 25 pg mL™). A partir das trés curvas obtidas,
determinou-se a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) pelo método dos

minimos quadrados.

4.2.6.3 Precisao

O teste de precisdao foi realizado em relacdo a repetibilidade e preciséo
intermediaria. A repetibilidade foi avaliada por andlise no mesmo dia de solucdes de
padrdo contendo 5, 10 e 25 pug ml™” de tibolona e a precisdo intermediaria foi avaliada
por repeticdo dos ensaios em dois dias diferentes. As solu¢cdes de cada concentracao
foram preparadas em triplicata e posteriormente analisadas. Os resultados foram
expressos como desvio padrao relativos (DPR). Considera-se precisdao adequada
guando as estimativas dos desvios padrdo relativo entre as determinacfes forem
inferiores a 2% (ICH,2005).

4.2.6.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperagcdo. Preparou-se uma solucéo
estoque de padrdao e uma solucdo estoque de amostra com concentracdo de 100
pg/mL, onde aliquotas destas solugBes estoque foram retiradas para preparar as

solucbes para o teste de recuperacdo por CLAE. Para a exatidao, valores entre 98,0%
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e 102,0% sé&o considerados adequados (ICH, 2005). A Tabela 1 apresenta o preparo

das amostras para determinacdo da exatidao.

Tabela 1. Exatiddo do método analitco para capsulas e comprimidos de tibolona.

Solucao Concentracao de Concentragao de Concentracao total

solucdo amostra solucéo padrao obtida

(ng/mL) adicionada (ug/mL) (ug/mL)
A 5 - 5
P - 5 5
S (80%) 5 3 8
S (100%) 5 5 10
S (120%) 5 7 12

A= Solug&o amostra
P= Solucéo padréo
S (80%), S (100%) e S (120%)= Solucbes amostra adicionada de padrdo

4.2.6.5 Limite de quantificacdo e de deteccéo

Os limites de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
pelas seguintes equacdes 1 e 2:

(1) LD = (DP x 3)/IC  (2) LQ = (DP x 10)/IC

onde DP é o desvio padrdo do intercepto e IC é a inclinacdo média, das trés curvas

analiticas no estudo da linearidade.
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4.2.6.6 Robustez

Para determinacdo da robustez do método foi utilizado o teste de Youden e
Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975). Trata-se de um teste que permite ndo so avaliar a
robustez do método, como também ordenar a influéncia de cada uma das variacdes
nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variactes
(INMETRO, 2010).

No teste de Youden, sete parametros analiticos séo selecionados para avaliacao
e oito ensaios sao realizados para determinar a influéncia dos mesmos no resultado
final. Os sete parametros selecionados foram temperatura da coluna, vazao da fase
movel, sonicacdo, exposicdo a luz, marca de acetonitrila, proporcdo de fase mével e
comprimento de onda. As condi¢cbes normais das variaveis foram denotadas por letras
mailsculas A, B, C, D, E, F e G e seus valores alternativos foram denotados pelas
correspondentes letras minusculas a, b, c, d, e, f e g. Um total de 8 ensaios foram

realizados, como indicado na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis e seus niveis usados em estudo de robustez, de acordo com teste de
robustez de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975).

Condigao Condicéo Condicdes experimentais
Variavel nominal alternativa 1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura da coluna 30°C (A) 28°C (a) A°A A A a a a a
Vazdo da fase movel 1 mL min' (B) 0,9 mL min(b) B B b b B B b b
Sonicacéo 5 min (C) N&o sonicacéo (c) C ¢ € ¢ C c¢c C ¢
Exposicéo a luz Sim (D) NZo (d) D D d d d D D
Marca de acetonitrila 1(E) 2(e) E e E e e E e E
Proporcgéo fase movel 60:40 (ACN/agua) (F) 59:41 (ACN/agua)(f) F f f F F f f F
Comprimento de onda 205 nm (G) 207 nm (g) G g g G g G G ¢
Resultados observados s T u v w X z

* Letras mailsculas representam condicfes nominais. Letras minusculas representam condi¢des

alternativas.
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Para determinar a influéncia da variacdo de cada parametro no resultado final,
deve-se comparar a média dos quatro valores correspondentes as letras maiusculas
com a média dos quatro valores correspondentes as letras minusculas. Considerando o
desvio padrao entre os 8 resultados, os valores de efeito maior do que o desvio padrao
multiplicado pela raiz quadrada de dois (sV2) foram considerados significantes e,

portanto, alteram a resposta analitica ( INMETRO, 2010)

4.3 Desenvolvimento do ensaio de dissolucéao

4.3.1 Preparo das solucgdes (ensaio de dissolucéo)

Os meios de dissolugcdo utilizados neste estudo (agua, acido cloridrico (0,1
mol/L), tampé&o acetato (pH 4,5; 0,05 mol/L), tampéao fosfato (pH 6,8), solugdo aquosa
com lauril sulfato de sédio 0,25 % e solugdo aquosa com lauril sulfato de sodio 0,5 %
foram degaseificados a 41 ° C e levados ao banho de ultrassom durante 20 minutos

antes de serem utilizados.

4.3.2 Preparo dos meios de dissolucéao

A solucao de acido cloridrico (0,1 mol/L) foi preparada por adicdo de 8,5 mL de
acido cloridrico em baldo volumétrico de 1 L e volume ajustado com agua.

O tampdo acetato de sédio (pH 4,5) foi preparado por adicdo de 5,98 g de
acetato de sodio e 3,32 mL de acido acético glacial em baldo volumétrico de 2 L e

volume ajustado com agua.
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O tampao fosfato de potassio (pH 6,8) foi preparado por adicdo de 13,609 g de
fosfato de potassio monobéasico e 22,38 mL de hidréxido de sédio 2 mol/L em balédo
volumétrico de 2 L e volume ajustado com agua.

O meio de dissolucao definido para o ensaio (solucdo aquosa de lauril sulfato de
sédio 0,5%) foi preparado adicionando 10g de lauril sulfato de so6dio em balédo

volumétrico de 2 L e volume ajustado com agua.

4.3.3 Preparo das solucgdes padréo (ensaio de dissolucéo/ validagéo)

Para o preparo da solucdo estoque padrdo de trabalho pesou-se, exatamente,
cerca de 10 mg de tibolona e transferiu-se para baldo volumétrico de 500 mL.
Acrescentou-se cerca de 5 mL de metanol para dissolu¢cdo do farmaco e completou-se
o volume com o meio de dissolucdo (solucdo aquosa de lauril sulfato de sédio 0,5%).
Em seguida, a solucéo foi filtrada e a partir da solucéo estoque padréao de trabalho a 20
pug/mL foi preparada as demais solugbes para as analises em cromatografia liquida de
alta eficiéncia, usando como diluente o meio de dissolucao.

Para o teste de exatiddo e precisao pesou-se 31,25 mg de tibolona padréo de
trabalho e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. A amostra foi dissolvida em
metanol e neste mesmo solvente o volume do baldo volumétrico foi ajustado. Em
seguida, a solucéo foi filtrada e a partir desta solucdo a 1,25 pg/mL, aliquotas foram
utilizadas para realizagcéo dos testes de exatidao e precisao.

4.3.4 Preparo das solucdes amostras (ensaio de dissolugao)

As solu¢des amostras foram preparadas colocando-se uma capsula (n = 6),

contendo o meio de dissolugcdo (500 mL) a uma temperatura de 37 °C. As amostras
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foram coletadas ao fim do tempo especificado e em seguida foram filtradas e levadas a
analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.3.5 Condi¢bes cromatograficas

A separacdo cromatografica para quantificar o farmaco no ensaio de dissolucéo
foi realizada a uma temperatura de 30°C, empregando-se coluna de fase reversa Cig
Thermo Scientific, de 250 mm de comprimento, 5 um de didmetro de particula e 4 mm
de didmetro interno.

A fase modvel foi constituida por mistura de acetonitrila e agua ultra-pura, na
proporcao de 60:40 (v/v). Filtrou-se a fase movel em membrana filtrante de 0,45 um
(Millipore) e para degaseificar levou-se ao banho de ultrassom por vinte minutos.

A vazao utilizada foi de 1 mL/min., com volume de injecdo de 20 pL e

comprimento de onda empregado de 205 nm.

4.3.6 Determinacgéo das condi¢des sink

Para o FDA, as condicdes sink sdo desejaveis, porém nao obrigatorias. Os meios
de dissolucdo preferenciais sao agua, HCl 0,1M e solu¢des tampédo de pH 1,2 a 6,8
(FDA, 1997). Sendo assim, a solubilidade da tibolona foi testada em diferentes meios
como HCI 0,1 M, agua, tampéao acetato pH = 4,5 e tampéao fosfato pH = 6,8. Foi pesado
uma massa referente a trés vezes o valor da solubilidade do farmaco (15 mg de
tibolona padréao de trabalho), a qual foi adicionada em cubas contendo cada meio a ser
analisado (500 mL), e mantidas sob agitacao por 24 horas, a 37 °C. Aliquotas de 10 mL
foram removidas de cada cuba, filtradas e analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O estudo em cada meio foi realizado em triplicata. O valor de solubilidade

tedrica do farmaco foi calculado pelo ACD Lab software®.
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4.3.7 Desenvolvimento do ensaio de dissolucao

Com a finalidade de desenvolver um método de dissolucdo com condicbes
adequadas para determinacdo da liberacédo da tibolona em capsulas, varias condi¢cdes
foram testadas. O perfil de dissoluc&o de tibolona foi estudado em aparelho dissolutor
de cubas (n=6) a 37 °C £ 0,5 °C, utilizando 500 mL de meio, de acordo com o item
4.3.6. Os meios foram previamente desaerados em banho-maria até atingir a
temperatura de 41°C e levados ao ultrassom por 20 minutos. Foram analisados
inicialmente o meio de dissolugdo agua, ja que este apresentou melhor resultado no
teste de solubilidade quando comparado aos resultados obtidos para os demais meios
analisados. Utilizou-se para o inicio dos testes o0 aparato pa e velocidade de rotacéo
100 rpm em funcdo da baixa solubilidade do farmaco (classe II) (BCS, 2012; BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2011). Foram variados 0os meios de dissolucdo utilizando-se
somente agua e agua com diferentes concentracfes de tensoativo (lauril sulfato de
s6dio), o aparato e velocidade de agitacdo. As condi¢cdes testadas encontram-se na
Tabela 3:

Tabela 3. Condigbes testadas para o desenvolvimento do ensaio de dissolugdo de capsulas
contendo tibolona.

Condigdo Aparato Meio (500 mL) Velocidade (rpm)  Tempo de coleta (min.)
| 2 Agua 100 5, 10, 15, 20, 45 e 60
I 2 Agua + 0,25% de LSS 100 5, 10, 15, 20, 45 e 60
I 2 Agua + 0,50% de LSS 100 5, 10, 15, 20, 45 e 60
\Y; 1 Agua + 0,50% de LSS 100 5, 10, 15, 20, 45 e 60
\Y} 2 Agua + 0,50% de LSS 50 5, 10, 15, 20, 45 e 60
VI 2 Agua + 0,50% de LSS 75 5, 10, 15, 20, 45 e 60

As coletas de 5 mL do meio foram realizadas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 45 e
60min., efetuando-se a reposicdo do mesmo volume de meio a 37° C + 0,5 °C. As

amostras foram filtradas e levadas para analise em CLAE.
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4.3.8 Validag&o do ensaio de dissolugao

O ensaio de dissolucéo é classificado como ensaio de performance (ICH, 2005;
UNITED, 2011).

A validacdo do ensaio de dissolugdo inclui a avaliacdo da estabilidade,
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccao, limite de quantificacédo

e robustez.

4.3.8.1 Estabilidade

Para avaliar a estabilidade da tibolona sob as condi¢des do teste de dissolugéo,
trés amostras de cada formulagdo (A, B e C) contendo 2,5 mg de tibolona foram
submetidas ao teste de dissolucdo, estas foram colocadas em cubas com 500 mL de
meio de dissolucdo a 37 °C por 45 minutos a 100 rpm usando p4 como aparato.
Aliquotas foram coletadas, filtradas e analisadas por CLAE (tempo zero). As mesmas
solugdes foram mantidas a temperatura ambiente por 2 horas e avaliadas novamente.
As solucbes padrao do item 4.3.3. foram diluidas a 5 pg/mL e avaliadas no tempo zero
e mantidas a temperatura ambiente por 24 horas e avaliadas novamente. Para cada
solucéo analisada, os resultados obtidos apés 2 horas (amostras das formulacfes A, B
e C) e apbs 24 horas (solucdes padréo) foram comparados com os resultados obtidos
no tempo zero. O critério de aceitacao é de que a resposta analitica apés 2 horas esteja

entre 98% a 102% da resposta obtida no tempo zero.

54



4.3.8.2 Seletividade

Para determinacéo da seletividade, uma amostra de placebo e uma amostra de
capsulas vazias foram adicionadas em cubas contendo 500 mL de meio de dissolugéo
(dgua + LSS 0,5%) a 37 °C por 45 minutos a 100 rpm usando pa como aparato.
Aliguotas foram coletadas e a seletividade foi analisada pela comparacdo dos
cromatogramas obtidos das amostras acima analisadas com o cromatograma da

solucéo padrao de trabalho preparada com o meio de dissolucéo.

4.3.8.3 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas analiticas
obtidas em 3 dias consecutivos, com 6 concentracdes em triplicata no intervalo de de 1
ng mL* a 7,5 pg mL* - Aliquotas de uma solucdo estoque contendo 20 pg/ mL de
tibolona padrdo de trabalho (preparada em meio de dissolucéo, com solubilizagéo
prévia do farmaco em 5 mL de metanol) foram transferidas para balées volumétricos e
diluidas com o meio de dissolucdo para as concentracdes finais de 1, 2, 3,5, 6, e 7,5
pug/mL. A partir das trés curvas obtidas, determinou-se a equacao da reta e o coeficiente

de correlacao (r) pelo método dos minimos quadrados.

4.3.8.4 Exatidao e precisao

A exatiddo foi avaliada através do teste de recuperacdo, adicionando
quantidades conhecidas de tibolona padrdo de trabalho ao placebo. Uma solugéo

estoque de tibolona foi preparada em metanol na concentracdo de 1,25 mg/mL.
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Aliquotas de 1,0, 2,0 e 3,0 mL desta solugéo foram adicionadas as cubas contendo o
meio de dissolucdo para um volume total de 500 mL (as concentracdes finais foram de
2,5, 50 e 7,5 pg/ mL, o que corresponde a 50, 100 e 150 % da concentracdo de
trabalho). As amostras de placebo contendo a composicéao de excipiente igual a 2,5 mg
de capsula do produto C foram entdo transferidas para cada cuba. As amostras foram
mantidas a 37 + 0,5 - C, com agitacdo a 150 rpm durante 60 minutos. Em seguida,
aliquotas de cada cuba foram coletadas e analisadas. O estudo foi realizado em
triplicata em 2 dias diferentes. O critério de aceitacdo foi a obtencdo de recuperacao
entre 95,0% e 105,0% (UNITED, 2011). As mesmas solugdes utilizadas no ensaio de
exatiddo foram analisados para assegurar a precisdo do método. Precisdo intermediaria
e a repetibilidade foram estabelecidos de acordo com o DPR dos resultados. O critério

de aceitacéo é de que DPR seja menor que 2%.

4.3.8.5 Limite de deteccéo e quantificacao

O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram obtidos a partir
das equacbes 1 e 2:
(1) LD =(DP x 3)/IC  (2) LQ =(DP x 10)/IC

onde DP é o desvio padrao do intercepto e IC é a inclinacdo média, das trés curvas
analiticas no estudo da linearidade.

4.3.8.6 Robustez

A robustez foi avaliada através do teste de Youden e Steiner (YOUDEN,
STEINER, 1975). Este teste consiste na analise multivariada de sete variaveis que

podem influenciar no resultado analitico. As sete variaveis selecionadas foram:
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velocidade de agitacdo dos aparatos, desaeracdo dos meios de dissolucéo, filtragéo
das amostras apds coleta, tempo do teste de dissolucdo, temperatura do meio de
dissolucéo, exposicao a luz e ponto de coleta nas cubas. A percentagem de liberacdo
do farmaco foi calculada para cada condicdo experimental, comparando as areas dos
picos da amostra com as areas obtidas a partir da solu¢cdo padrédo de trabalho de
tibolona de mesma concentragéo.

As condi¢cdes normais das variaveis foram denotadas por letras maiusculas A, B,
C, D, E, F e G e seus valores alternativos foram denotados pelas correspondentes
letras mindsculas a, b, c, d, e, f e g. Um total de 8 experimentos foram conduzidos,
como indicado na Tabela 4. A partir desses resultados, o efeito de cada variavel foi
estimado pela diferenca entre a média dos resultados das 4 andlises com letra
maiuscula e a média dos resultados das 4 analises com letra minuscula. Considerando
0 desvio padrao entre os 8 resultados, os valores de efeito maior do que o desvio
padrao multiplicado pela raiz quadrada de dois (sV2) foram considerados significantes

e, portanto, alteram a resposta a resposta analitica.

Tabela 4. Variaveis e seus niveis usados em estudo de robustez do ensaio de dissolucéo, de
acordo com teste de robustez de Youden e Steiner (YOUDEN, STEINER, 1975).

Condicoes Condicoes Condicoes experimentais
Variavel nominais alternativas 1 2 3 4 5 6 7 8
Velocidade de agitacao 100 rpom (A) 95 rpm (a) A A A A a a a a
Desaeracao do meio Sim (B) Nao (b) B B b b B B b b
Filtracdo da amostra Sim (C) Nao (c) C € G ¢ € & & €
Tempo do teste 45 minutos (D) 47 minutos (d) D D d d d d D D
Temperatura do meio 37 °C (E) 35°C (e) E e E e e E e E
Exposicao a luz Sim (F) Nao (f) F f E E E i f F
Ponto de coleta Alto (G) Baixo (g) G g g G g G G g
Resultados observados s T W v w X y z
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4.3.9 Ensaio de dissolugcédo em formulacdes magistrais

Apés a determinacdo das melhores condicbes de dissolucdo, bem como a
validacdo analitica, trés formulacdes magistrais diferentes codificadas em A, B e C
foram avaliadas. As condi¢cdes definidas do ensaio de dissolucdo foram agua
adicionada de lauril sulfato de sodio 0,5 % como meio de dissolugdo, pa como o
aparato e 100 rpm de velocidade de agitagdo. Um volume de 5 mL de meio de
dissolucéo (controlada a 37,0 + 0,5 ° C) foram amostrados ap6s 5, 10, 15, 20, 45 e 60
minutos, (com reposicdo do volume retirado) e, em seguida, analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Seis amostras foram testadas para cada

formulagéo.

4.4 Controle de Qualidade das cdpsulas manipuladas de tibolona

4.4.1 Aspecto

As amostras dos produtos manipulados foram examinados quanto ao aspecto

como cor, superficie e integridade.

4.4.2 Determinacao do peso meédio

A determinacdo de peso médio obedeceu aos critérios estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Foi realizada a pesagem
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individual de 20 unidades de capsulas dos produtos que foram avaliados. O limite de
variacao aceito é de 10 % para formas farmacéuticas com peso menor que 300 mg.

4.4.3 Desintegracao

O teste de desintegracdo deve obedecer aos critérios estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Foram utilizadas seis
unidades (capsulas) de cada fabricante nas seguintes condicbes: meio aquoso,
temperatura de 37°C £ 1°C, tempo de 45 minutos.

4.4.4 Identificacéo

A identificacdo do principio ativo tibolona foi realizada pela comparacédo do tempo
de retencédo da banda principal obtido com o padrdo com o tempo de retencéo obtida

com a amostra no ensaio de doseamento.

4.45 Teor do farmaco

A partir do conteddo removido das capsulas das formulacdes A, B e C,
respectivamente na determinagdo do peso médio, foi realizada uma pesagem com a
massa de interesse referente a 2,5 mg de tibolona de cada formulacdo. Para a analise
do teor de comprimidos, foi pesado a massa referente a 2,5 mg de tibolona, a partir da
trituracdo de 20 comprimidos e obtengdo do peso médio. As massas foram transferidas
para balbes volumétricos de 25 mL, respectivamente, obtendo-se a concentracdo de

100 pg mL*, com posteriores diluicbes até a concentracdo apropriada para
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determinacdo analitica do farmaco. A especificacdo adotada foi a da forma
farmacéutica comprimidos com limite aceito de 90,0% a 105,0% do valor rotulado, de
acordo com a Farmacopeia britanica (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011).

4.4.6 Uniformidade de doses unitarias

A uniformidade de doses unitdrias deve ser realizada pelo método de
uniformidade de conteudo para cdpsulas gelatinosas com dose do farmaco menor que
25 mg. O teste deve ser realizado utilizando-se 10 unidades e a partir do resultado de
doseamento, calculando-se o contelddo de tibolona em cada capsula. Em seguida
calcula-se o Valor de Aceitagéo (VA).

VA= |M-X|+ks, onde:

X = Média dos conteudos individuais (x1, X2,..., Xn), expressa como percentagem
da quantidade declarada.

M = valor de referéncia,

Se 98,5% < X £101,5%, entdo M = X;

Se X <98,5%, entdo M= 98,5%;

Se X > 101,5%, entdo M= 101,5% (VA= X - 101,5 + Ks);

K = Constante de aceitabilidade, para n=10, k =2,4,n=30, k=2,0

s = Desvio padrédo da amostra.

O produto cumpre o teste de uniformidade de doses unitarias se o Valor de
Aceitacdo calculado para as 10 primeiras unidades testadas nao for maior que L1. Se o
Valor de Aceitagédo for maior que L1, testar mais 20 unidades e calcular novamente o
Valor de Aceitacdo. O produto cumpre o teste de uniformidade de doses unitarias se o
Valor de Aceitacéo final calculado para as 30 unidades testadas nao for maior que L1 e
a quantidade de componente ativo de nenhuma unidade individual for menor que (1 —
L2 x 0,01)M ou maior que (1 + L2 x 0,01)M. A menos que indicado de maneira diferente
na monografia individual, L1 é 15,0 e L2 é 25,0 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento de método cromatografico indicador de estabilidade para

quantificacdo de tibolona em céapsulas
5.1.1 Condi¢cbes cromatograficas

O uso de metodologias por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
empregando coluna de fase reversa vem sendo amplamente empregado na
determinacdo de farmacos. Assim, para iniciar o desenvolvimento do método de
quantificacdo de tibolona, foi utilizada uma coluna de fase reversa Thermo Scientific
C18 (250 x 4.0 mm, 5 ym). Foram realizados inicialmente alguns testes com diferentes
composi¢des e proporgdes de fase movel com acetonitrila, metanol e agua (60:10:30),
observando-se tempo de retencdo em cerca de 4,1 minutos e banda cromatografica
assimétrica. Posteriormente testou-se acetonitrila e agua (50:50), que melhorou a
simetria da banda, porém o tempo de retencado foi 9,2 minutos. Visando uma reduc¢ao
no tempo de analise, testou-se a proporcionalidade acetonitrila e agua (60:40), que
mostrou tempo de analise com cerca de 5,5 minutos (Figura 3). Com a aplicacdo do
teste de degradacédo forcada, foi observada a separacdo de forma seletiva da tibolona
dos demais produtos formados, tornando o método aplicavel a anélise de rotina.

A vazado de fase madvel, temperatura da coluna e o volume de injecédo foram de
1,0 mL min™, 30 °C e 20 pL, respectivamente. O comprimento de onda foi selecionado

com base no maximo de absorvancia obtido para a tibolona.
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Figura 3. Cromatograma da solucao padrao de tibolona a 10pg/mL.
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5.1.2 Validagdo do método cromatografico indicador de estabilidade
A Figura 4 e Tabela 5 demonstra a seletividade do método em relagcédo a solucao

de excipientes de capsulas e comprimidos e em relagdo a pureza a banda

cromatografica de tibolona apos o teste de degradacao forcada.

5.1.2.1 Seletividade

30

20

mVolts

10

0 1 2 3 4 5 6
Time (min)

Figura 4. Cromatograma da solucdo padréo de trabalho 10 pg mL™ (a), solucéo de excipientes
de capsulas de tibolona (b) e solugéo de excipientes de comprimidos de tibolona (c).

Tabela 5. indice de pureza das bandas cromatograficos correspondente ao tempo de retencéo
da tibolona, e das amostras submetidas ao ensaio de degradacéo forcada.

Amostras indice de pureza da banda
Degradacao térmica 0,9992
Degradacao neutra 0,9993

Fotodegradacéao por luz UV 0,9992

A seletividade foi verificada analisando-se a sobreposi¢cao dos cromatogramas da
solucdo de excipientes de cdpsulas e comprimidos com o cromatograma da solugéo
padréao, onde verificou-se a nado interferéncia dos excipientes das formulacdes A, B e C,

respectivamente, na determinacdo de tibolona na forma farmacéutica capsulas e
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comprimidos (Figura 4). Como j& comentado anteriormente, foi analisada a pureza da
banda de tibolona que permaneceu apls os testes de degradacdo forcada, por
comparacao com o espectro de um padrdo primario, obtendo-se indices de similaridade
proximos de 1,0 para todas as amostras analisadas, indicando auséncia de
interferentes e demonstrando seletividade do método frente aos produtos de

degradacéo (Tabela 5).

5.1.2.2 Linearidade

A Tabela 6 e a Figura 5 apresenta os dados referentes a linearidade do método.

Tabela 6. Valores correspondentes a linearidade do método CLAE, utilizando fase
movel, com deteccdo em 205 nm.

Concentracao Média/Area
pg/mL de tibolona (n=9) DPR%
5 118151,9 1,97
10 233443,8 0,92
15 347107,2 1,81
20 462716,6 1,63
25 569859,1 1,29
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Figura 5. Curva de regresséo linear obtida da média das trés curvas analiticas

A avaliagcdo da linearidade do método por CLAE foi realizada de acordo com o

item 4.2.6.2, onde a curva de analitica para tibolona padrdo de trabalho mostrou-se

linear no intervalo avaliado de 5 a 25 pug/mL, com r = 0,9999 (coeficiente de correlacdo).

A equacéo da reta obtida foi: y = 22654x + 6449,6. Os dados estdo demonstrados na

Tabela 6 e Figura 5, respectivamente. Ressaltando que os DPR de cada ponto da curva

analisado foram menores que 2%, estando em conformidade com o critério de
aceitacéo (ICH, 2005; BRASIL, 2003).
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5.1.2.3 Precisdo do método

A Tabela 7 mostras os resultados referentes a precisao inter e intra-dias.

Tabela 7. Valores obtidos para avaliacdo da precisdo do método de andlise.

Concentracao Preciséo (DPR%)
(hg/mL) Inter-dias (n=6) Intra-dias (n=6)
5 1,88 0,89
10 0,94 0,68
25 1,22 0,84

A precisdo do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dias) e
precisdo intermediaria (inter-dias) apresentada na tabela 7. Os valores do DPR foram
menores que 0,89 % (intra-dias) e 1,88% (inter-dias), demonstrando a adequada
precisdo do meétodo, ja& que os valores de DPR foram inferiores a 2%, que é o
recomendado (ICH, 2005).

5.1.2.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada por meio da percentagem de recuperacao da tibolona, nas
concentracfes 80, 100 e 120% da concentracdo de trabalho. A recuperacdo para
capsulas variou entre 98,5 e 101,5%, com média de 98,63%, demonstrando a exatidao
do método (Tabela 8). As recuperacdes realizadas para a amostra de comprimidos
variou entre 97,63% a 100,89% com média de 99,39 % (Tabela 9), mostrando que o

valor de recuperacdo médio encontrou-se dentro da faixa de valores aceitaveis.
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Tabela 8. Valores médios de recuperacao para tibolona nas amostras de cdpsula, pelo método
de andlise.

Concentragao pg/mL Recuperagéo Média de
Amostra* Adicdo Tedrio Experimental (%) D.P.R recuperagao
(%)
5 3 8 7,86 98,68 0,76
5 5 10 9,81 98,13 0,79 98,63
5 7 12 11,84 99,09 0,96

*n=3

Tabela 9. Valores médios de recuperacdo para tibolona nas amostras de comprimidos, pelo
método de andlise.

Concentragao pg/mL Recuperagéo Média de
Amostra* Adicdo  Teorio Experimental (%) D.P.R recuperacao
(%)
5 3 8 7,91 99,65 0,46
5 5 10 9,80 97,63 1,34 99,39
5 7 12 11,98 100,89 0,43

5.1.2.5 Limite de quantificacdo e deteccéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos a partir da curva analitica,
com valores de 0,12 pg/mL e 0,4 upg/mL, respectivamente. Concluindo-se que o
intervalo de trabalho do método (5-25 ug mL™) esta acima do limite de quantificacdo e
de deteccédo, demonstrando que o método é adequado para o objetivo proposto.
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5.1.2.6 Robustez

Como observado nas Tabelas 10 e 11, pode-se concluir que nenhum efeito foi
maior do que o critério s\2, demonstrando que nenhuma das variaveis analisadas como
variacdo da marca da acetonitrila utilizada na fase moével, proporcdo da fase movel,
vazao, sonicacdo da amostra, exposicdo a luz, temperatura da coluna e comprimento
de onda influenciou na resposta analitica, mostrando que o método € robusto para as

variaveis avaliadas tanto na amostra de capsula quanto na amostra de comprimido.

Tabela 10. Valores de efeitos obtidos de acordo com o teste de Youden e Steiner, para
demonstrar robustez na analise da forma farmacéutica capsulas (YOUDEN, STEINER, 1975).

Variavel Efeito
Temperatura da coluna 0,42
Vazéao da fase movel 0,23
Ultrassom -0,32
Exposicao a luz 2,63
Marca de acetonitrila 0,81
Proporcao fase mével 1,17
Comprimento de onda -3,27
D.P.xV2* 3,38

* Desvio padréo das 8 condi¢Bes experimentais multiplicado pela raiz quadrada de 2.
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Tabela 11. Valores de efeitos obtidos de acordo com o teste de Youden e Steiner, para

demonstrar robustez na analise da forma farmacéutica comprimidos (YOUDEN, STEINER,
1975).

Variavel Efeito
Temperatura da coluna 3,30
Vazao da fase movel -0,68
Ultrassom 2,21
Exposicao a luz -0,45
Marca de acetonitrila -2,37
Proporcao fase movel -0,81
Comprimento de onda -1,31
D.P.x\2 * 3,74

* Desvio padréo das 8 condi¢Bes experimentais multiplicado pela raiz quadrada de 2.

5.1.3 Aplicacdo do método as formas farmacéuticas

Considerando a especificacdo para o doseamento de 90,0 a 105,0 % do valor
rotulado, todas as amostras cumpriram o teste, como observado na Tabela 12.
Parametros da conformidade do sistema cromatografico como assimetria, fator de
retencdo e numero de pratos tedricos foram avaliados. Estes foram calculados pelo
software CLASS-VP 5.02 e todos se apresentaram de acordo as especificacdes do

FDA, garantindo desta forma que as condi¢cdes estdo adequadas para a aplicacdo do
método, de acordo com a Tabela 12.

68



Tabela 12. Valores do teor de tibolona e parametros cromatograficos das amostras de capsulas
e comprimidos.

Assimetria* Fator de Pratos

Teor (%) DPR (%) (<2) retencao* tedricos*
(>2) (>2000)
Formulacao A 98,77 1,36 1,18 4,20 11672
Formulacéao B 93,76 0,37 1,19 4,06 11679
Formulacéao C 94,92 0,96 1,22 4,05 11375
Comprimidos 95,95 1,04 1,18 4,20 12272

* Especificacbes do FDA (2000).
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5.1.4 Estudo de degradacéo

O resultado do estudo de degradacao da tibolona estéo apresentados nas figuras

6 e 7, respectivamente:

9 Degradacdo acida 0,1 mol/ L
® 20 |
O
=
£ 10 |
o ; e A
o 1 2 3 4 =) 6 7 8 9 10
Tempo (min?
20 ] Degradacdo acida (Branco)
E 20 |
pot
£ 10 |
0 e it
o 1 2 3 4 =] 6 - T - 8 = 10
Tempo (min)
30 Degradacdo alcalina 0,1 mol/ L
= 20
2
E 10 |
0o - A
o 1 2 3 4 5 o 7 8 o 10
Tempo (mind
30 Degradac&o alcalina (Branco)
2 20 ]
2 1
E 10 7
o :——4}—\ __',\,":\k
o 1 2 3 4 s 5 7 g ¢ 10
Tempo (mind
20 Degradacdo oxidativa
®m 20
=
£ 10
0 - O e Y e %
] 1 2 3 5 ) 7 . 8 S ) 10
Tempo (mind
30 | ] ;
E Degradac do oxidativa (Branco)
® 20
g :
£ 10
] ety
o 1 2 < <+ 5 G 7 a8 o 10

Terr‘lDr; miry

Figura 6. Cromatogramas das solucdes de tibolona 10 pg mL™ submetidas as condi¢es de
degradacao acida, alcalina, oxidativa e cromatogramas das solucées branco.
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Figura 7. Cromatogramas das solucdes de tibolona 10 pg mL™ submetidas as condi¢des de
degradacéo neutra, por temperatura, fotodegradacéo e cromatogramas das solugdes branco.

Em relacdo ao estudo de degradacédo forcada foram empregadas as
condicbes de estresse por hidrélise acida, alcalina, oxidacdo, neutra, luz UV e
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temperatura. Os cromatogramas das figuras 6 e 7, respectivamente, permitem a
observacdo de bandas correspondentes a produtos de degradagdo com diferentes
tempos de retencéo. Pode-se observar que apés a hidrélise acida com HCI 0,1 mol L a
60 °C por 24 h, foi gerado um produto de degradacdo no tempo de retencdo de 3,9
minutos com total degradac&o do farmaco. Na hidrélise alcalina com NaOH 0,1 mol L a
60 °C por 24 h, observou-se a eluicdo de algumas pequenas bandas adicionais
anteriores ao tempo de retencdo da tibolona, onde ocorreu degradacdo total do
farmaco. Para o teste com H,O; a 3 % em 60 C° por 24 h, notou-se a total degradacao
da tibolona e a possivel co-eluicdo de produtos gerados com o banda do perdxido de
hidrogénio. Pode-se observar que a tibolona se mostrou estavel, quando submetida a
condicBes neutras a 60 °C e em estufa a 105°C por 24 h. Porém foi realizada uma
analise em HPLC-QTOF/MS para identificar esses possiveis produtos formados e
confirmar estes dados ja obtidos. E por fim, apds 72 horas de exposi¢do a luz UV em
temperatura de 26 * 2°C, notou-se uma modificacdo na cor do farmaco de branco para
amarelo e uma queda de 23,4% no teor. Além da queda do teor, houve formacao de um
produto de degradacdo antes do tempo de retencdo da tibolona. Para as amostras do
estudo de fotodegradacao, de degradacdo neutra e degradacédo térmica, foi avaliada a
pureza da banda cromatografica da tibolona, que permaneceu apdés o estudo de
degradacéo, empregando-se o detector de arranjo de diodos (DAD), e constatou-se que
nao houve presenca de possiveis interferentes na banda cromatografica da tibolona.
N&o foi realizada a analise da pureza da banda cromatogréafica de tibolona para as
amostras de hidrolise acida, alcalina e oxidacédo, porque o farmaco foi completamente
degradado e o tempo de retencéo foi de 5,5 minutos.

Cabe ressaltar que as solucbes degradadas mantiveram as caracteristicas de
aspecto limpido e incolor, e que os brancos correspondentes aos testes foram injetados
simultaneamente.

Os produtos de degradacdo observados nas solucbes obtidas do estudo de
degradacgédo forcada foram analisados por HPLC-QTOF/MS para determinacdo dos

valores da razdo massa/carga (m / z) (Figuras 8-12).
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Figura 8. Cromatogramas obtidos por HPLC-QTOF/MS de solucdes de tibolona 10 ug mL™
submetidas as condicdes de degradacdo acida, alcalina, oxidativa e solu¢gdes branco.
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Figura 9. Cromatogramas obtidos por HPLC-QTOF/MS de solucdes de tibolona 10 ug mL™
submetidas as condicdes de degradacéo neutra, fotodegradacdo, degradagéo por temperatura,
solugdes branco e do padréo de tiboona.

As figuras 8 e 9,

respectivamente, mostram 0s cromatogramas obtidos por

HPLC-QTOF/MS, para as solugcbes de tibolona submetidas as condicbes de

degradacdo 4&cida, alcalina, oxidativa neutra, térmica e fotodegradagdo, as quais
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permitem observar que houve formacdo de produto de degradacdo na hidrélise acida,
neutra e na fotodegradacao. Observou-se diferenga no cromatograma de massas em
relacdo ao cromatograma obtido por UV/DAD da amostra submetida a degradacéo
neutra, pois no cromatograma UV/DAD nao havia sido observada a formacdo de
nenhum produto de degradacgéo. Para as amostras de degradacao alcalina e oxidativa,
nao foram encontrados picos do analito original e do produto de degradacao formado,
pois provavelmente houve a mineralizacao da amostra, com a formacao de espécies de
massas muito pequenas, que ndo se ionizaram. No entanto para a amostra de
degradacdo térmica observou-se a permanéncia do pico do analito original sem

formacdo de produto de degradacdo, sendo estd estavel as condi¢cdes que foram

submetidas.
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Figura 10. Espectro de massas de alta resolugdo do produto de degradagdo gerado na
degradacgédo acida de tibolona, onde (A) é o pico do produto de degradacdo gerado e (B) é o
pico do padrédo de tibolona.
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Figura 11. Espectro de massas de alta resolucdo do produto de degradacdo gerado na
degradacédo neutra de tibolona, onde (A) é o pico do produto de degradacéo gerado e (B) é o
pico de tibolona n&o totalmente degradado.
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Figura 12. Espectro de massas de alta resolu¢cdo do produto de degradacdo gerado na
fotodegradacéo de tibolona, onde (A) é o pico do produto de degradacao gerado e (B) é o pico
de tibolona nao totalmente degradado.

As figuras 10, 11 e 12, respectivamente, mostram 0s espectros de massas de
alta resolucédo, onde os produtos de degradacdo formados com m/z 313,2 foram
observadas durante a hidrélise acida, neutra e fotodegradacdo com tempo de retencao
de 3,7, 3,6 e 3,9 min, respectivamente, e mostraram o mesmo perfil do espectro do
produto original (tibolona). A variacdo nos tempos de retencéo (3,7, 3,6 e 3,9) pode ter

ocorrido devido a variagdes de temperatura ou taxa de fluxo da fase mével durante as
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andlises, assim, os trés picos provavelmente sdo o mesmo composto. Nesse caso,
pode ter ocorrido dois fatos: um deles é a oxidacdo do grupo OH da molécula ou uma
hidroxilagdo do oxigénio com dupla ligacdo, ligado ao anel. Em ambas as situacoes,
nao ha modificacdo da massa molecular em relacéo a tibolona, e por isso 0 espectro de
massas € 0 mesmo. Para amostras de degradacdo oxidativa e alcalina, ndo foram
encontrados picos do analito original e nem de produtos de degradacdo formados.
Provavelmente houve a mineralizacdo da amostra com formacdo de espécies de

massas muito pequenas e nao ionizaveis.

5.2 Desenvolvimento do ensaio de dissolugéo

5.2.1 Condigdes sink

Os testes de solubilidade mostraram que a tibolona foi degradada no meio de
HCI 0,1 M testado e apresentou baixa solubilidade nos meios tampéao acetato pH=4,5 e
tampéao fosfato pH= 6,8 quando comparada com a solubilidade obtida com 4gua como

meio. Os dados estdo expressos na Tabela 13:

Tabela 13. Valores experimentais obtidos no teste de solubilidade realizados com diferentes
meios de dissolugao.

Ensaio de solubilidade

Média da solubilidade (pg/mL) D.P.R (%)
Agua 11,43 3,14
HCI 0,1 M 1,41 105,05
Tampéo fosfato pH= 6,8 7,87 12,19
Tampao acetato pH= 4,5 7,18 6,74
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5.2.2 Otimizacao das condi¢cfes do ensaio de dissolugcéo

Em funcdo de ndo haver nenhum produto de referéncia na forma farmacéutica
capsulas, as condi¢cdes experimentais de dissolu¢do foram estabelecidas com apenas
um dos trés produtos utilizados neste trabalho (formulacdo C). As cépsulas da
formulacdo C foram selecionadas porque apresentaram homogeneidade de dose do
farmaco entre as unidades, resultado este observado no teste de uniformidade de
doses unitarias.

Para selecionar as condi¢cdes de ensaio de dissolucéo é ideal que se trabalhe
com um poder discriminativo maximo e que seja capaz de detectar eventuais desvios
dos padrbes de qualidade para os quais sédo propostos (MALESUIK, 2006).

Para definir as condi¢cdes mais adequadas para avaliar a dissolucdo de capsulas
de tibolona, diferentes meios de dissolucdo (incluindo adicdo de agente tensoativo),
utilizacdo dos aparatos pa (Tipo 2) e cesta (Tipo 1) e velocidades de agitacdo do meio
variando em 50, 75 e 100 rpm foram testadas. Quanto ao meio de dissolucdo, o
farmaco apresentou maior solubilidade em &gua entre os meios testados conforme
tabela 13 e o meio de HCI 0,1 mol/L n&o foi considerado ideal em funcdo do farmaco
ter apresentado hidrélise &cida, sendo assim, iniciou-se 0 estudo com agua como meio
de dissolucéo, e a utilizacdo de aparato 2 (pa) e velocidade de agitacdo de 100 rpm, em
funcdo da baixa solubilidade do farmaco. Foi utilizado um volume de 500 mL de meio
de dissolucdo para quantificacdo da baixa dosagem do farmaco (2,5 mg).

Foi estabelecido para este estudo, o critério de aceitacdo de 80% (Q = 75) em 45
minutos, tendo por base a monografia da forma farmacéutica comprimidos (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2011). No ensaio testado com meio de dissolugcédo agua, aparato 2
e velocidade de agitacdo de 100 rpm, conforme observado na figura 13 e tabela 14,
respectivamente, esta condicdo ndo atende a especificacdo estabelecida, uma vez que
houve uma percentagem de liberacdo em até 60 minutos de ensaio inferior a 80 %.

De forma a definir o meio de dissolucdo, foi entdo adicionado na &dgua um

tensoativo com o objetivo de facilitar a liberacdo do farmaco. O tensoativo adicionado
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foi lauril sulfato de sddio (0,25 %), com a mesma concentracdo que foi utilizada na
monografia de comprimidos, observando-se uma melhora na liberagdo do farmaco a
partir de 15 minutos, porém os resultados mostraram um percentual de liberacdo do
farmaco abaixo de 80 % nos 60 minutos de ensaio. Foi dessa forma, aumentada a
concentracdo de lauril sulfato de s6dio no meio de dissolucao para 0,5 %, onde pode-se
observar que houve uma maior liberacdo do farmaco a partir de 10 minutos de teste e a
percentagem de tibolona dissolvida apresentou-se acima de 80 % a partir de 45

minutos de ensaio, conforme observado na figura 13 e Tabela 14.

Tabela 14. Quantidade de tibolona dissolvida e desvio padrdo nos ensaios de dissolucéo (n = 6)
empregando diferentes meios (agua, agua + LSS 0,25% e agua + LSS 0,5%), empregando
aparato 2 e velocidade de 100 rpm, obtida em fung&o do tempo.

% de tibolona dissolvida/ DP

Meios de dissolu¢do/ DPR 5 in ™ 10 min. 15min. 20min. 45min. 60 min.

Meio: agua 27,17 41,18 45,00 48,97 59,29 67,10
DP (agua) 2,24 1,91 4,92 4,06 2,00 2,71
Meio: agua + LSS 0,25% 20,50 39,85 51,02 58,56 76,05 77,32
DP (4gua+ LSS 0,25%) 2,10 2,58 4,52 3,73 4,03 4,73
Meio: agua + LSS 0,50% 28,03 60,96 72,59 77,98 87,13 91,59
DP (4gua+ LSS 0,50%) 3,64 3,22 7,81 4,55 2,61 2,55
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Figura 13. Perfil de dissolucéo de tibolona capsulas empregando aparato 2, diferentes meios de
dissolucédo (dgua, agua + LSS 0,25% e agua + LSS 0,50%) e velocidade de 100 rpm
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Testou-se o aparato cesta, com o0 meio de dissolucao ja definido (solugdo aquosa
de lauril sulfato de sédio 0,5 %) e velocidade de agitacdo 100 rpm. Conforme a tabela
15 e a figura 14, respectivamente, observou-se que o aparato pa apresenta vantagem
gquando comparado ao aparato cesta, pois 0s resultados obtidos mostram que neste
altimo a percentagem de tibolona dissolvida n&o ultrapassou 70 % de liberagdo do

farmaco até o ultimo ponto de amostragem (60 minutos) do ensaio.

Tabela 15. Quantidade de tibolona dissolvida e desvio padréo nos ensaios de dissolucédo (n = 6)
empregando meio (agua + LSS 0,5%), aparato 1 e 2 e velocidade de agitagdo de 100 rpm,
obtida em fung&o do tempo.

% de tibolona dissolvida/ DP

Meios de dissolu¢do/ DPR 5 in ™ 10 min. 15min. 20 min. 45min. 60 min.

Aparato: 2 (P4) 28,03 60,96 72,59 77,98 87,13 91,59
DP (Aparato: 2) 3,64 3,22 7,81 4,55 2,61 2,55
Aparato: 1 (Cesta) 24,12 45,92 52,78 58,47 64,70 69,26
DP (Aparato: 1) 3,75 1,72 7,89 7,24 2,95 3,48
100 -

o 90

E BO -

E 70 -

% 60 -

e 50

% ag ==f=gparato pa

g 30 == aparato cesta

S 20

R 10

0 10 70 30 40 50 60
Tempo (minutos)

Figura 14. Perfil de dissolucao de tibolona capsulas empregando aparato 1 e 2, meio de
dissolucéo (4gua + LSS 0,5 %) e velocidade de 100 rpm.
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Realizou-se o teste com as diferentes velocidade de agitacao 50, 75 e 100 rpm,
com o meio de dissolucdo ( 4gua + LSS 0,5%) e aparato pa, onde foi observado a
influéncia da velocidade de agitacao na liberacdo do farmaco. Na velocidade de 50 rpm
a percentagem de tibolona dissolvida ndo ultrapassou 70 % até o ultimo ponto de
amostragem (60 minutos) e apresentou-se com um DP elevado para cada ponto de
amostragem analisado, quando comparado aos demais ensaios. Na velocidade de 75
rom, também nao foi atingida a percentagem de tibolona dissolvida, a qual deveria
apresentar-se acima de 80% a partir de 45 minutos de ensaio, dessa forma a
velocidade de 100 rpm permaneceu como parametro de velocidade de agitacdo, ja que
esta apresentou percentagem mais elevada de liberagdo do farmaco a partir do

segundo ponto de amostragem, conforme a figura 15 e tabela 16, respectivamente.

Tabela 16. Quantidade de tibolona dissolvida e desvio padréo nos ensaios de dissolucdo (n = 6)
empregando meio (agua + LSS 0,5%), aparato 2 e velocidades de agitagdo 50, 75 e 100 rpm,
obtidas em fungéo do tempo.

% de tibolona dissolvida/ DP

Meios de dissolu¢do/ DPR “ 5 in ™ 10min. 16min. 20min. 45min. 60 min.

Velocidade: 100 rpm 28,03 60,96 72,59 77,98 87,13 91,59
DP (100 rpm) 3,64 3,22 7,81 4,55 2,61 2,55
Velocidade: 75 rpm 30,02 49,38 57,12 60,09 68,29 73,07
DP (75 rpm) 3,86 2,31 2,44 2,68 3,01 1,17
Velocidade: 50 rpm 23,42 42,88 51,39 55,28 62,14 66,10
DP (50 rpm) 4,28 8,06 7,16 9,16 10,30 9,60
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Figura 15. Perfil de dissolucdo de tibolona capsulas empregando aparato 2, meio de dissolu¢ao
(dgua + LSS 0,5%) e velocidades de agitacao 50, 75 e 100 rpm.

As condi¢Bes de dissolucdo estabelecidos para a avaliacdo das capsulas de
tibolona foram utilizacdo de volume do meio de dissolucdo de 500 ml de &gua
adicionada de tensoativo (lauril sulfato de sédio) a 0,5 % em uma temperatura de 37 °C,

aparato 2 e velocidade de agitacdo a 100 rpm.

5.2.3 Validacéo do ensaio de dissolucéo

5.2.3.1 Estabilidade

De acordo com os critérios de aceitacdo as solucbes padrdo mantiveram-se
estaveis a temperatura ambiente durante 24 h e as solu¢des das amostras (formulagcdes
A, B e C) mantiveram-se estaveis a temperatura ambiente durante 2 h apds o teste de

dissolucéo, conforme observado na tabela 17.
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Tabela 17. Estudo de estabilidade das solucbes padrdo e amostras do ensaio de dissolucéo.

Andlise inicial (100%) % de recuperacao (apés 2 h) % de recuperacédo (apos 24 h)

Padréo - 100,1
Amostra A 99,85 -
Amostra B 99,81 -
Amostra C 99,89 -

5.2.3.2 Seletividade

No método por CLAE, nenhum pico do placebo e das capsulas vazias foram
observados no tempo de retencéo da tibolona, demonstrando a seletividade do método,

conforme demonstrado na Figura 16.
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Figura 16. Cromatogramas da solucéo padrdo de trabalho 5 pg/mL (a), solucdo da mistura de
excipientes de capsulas de tibolona (b) e solucdo das capsulas vazias no meio de dissolugéo

().
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5.2.3.3 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método por CLAE para o ensaio de dissolucéao foi
realizada de acordo com o item 4.3.8.3, onde a curva analitica para tibolona padréo de
trabalho mostrou-se linear no intervalo avaliado de 1 a 7,5 pg/mL, com r = 0,9998
(coeficiente de correlacdo). A equacéo da reta obtida foi: y = 25031x + 239,92, o DPR
de cada ponto (n=9) foram menores que 2%, estando em conformidade com o critério
de aceitacao (ICH, 2005).

5.2.3.4 Exatidao e precisao

A exatidao foi determinada pela percentagem de recuperacdo de quantidades
conhecidas de tibolona. Recuperacdes entre 95 a 105 % séo recomendaveis (UNITED,
2011). Os resultados encontrados para o teste de recuperacdo foram satisfatérios e
estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Valores do teste de recuperacéo do ensaio de dissolucdo para capsulas de tibolona.

Concentragao Dia Média da Recuperagéo (%)
adiocionada concentracéo obtida
(Hg/mL) (Mg/mL)
2,5 1 2,54 101,63
2,5 2 2,53 101,20
5,0 1 4,92 98,40
5,0 2 4,99 99,93
7,5 1 7,58 101,02
7,5 2 7,56 100,84
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A Tabela 19 apresenta os resultados referentes ao teste de precisdo por repetibilidade
precisao intermediaria.

Tabela 19. Valores obtidos para avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria do
método de dissolucao para capsulas de tibolona.

Concentragao adiocionada Repetibilidade Preciséo intermediéria
(ng/mL) D.P.R. (%) (n=3) D.P.R. (%) (n=6)
2,5 1,75 1,72
50 0,16 1,07
7,5 0,31 0,39

Os valores do teste de recuperacdo de tibolona estdo entre 95,0-105,0%,
mostrando exatiddo aceitavel. Os resultados da repetibilidade e precisdo intermediaria
do ensaio de dissolucdo sdo apresentados na Tabela 19. Os desvios padréo relativos

nao excederam 2,0%, demonstrando adequada preciséo para o ensaio de dissolugéo.

5.2.3.5 Limite de quantificacéo e limite de deteccéo

Os limites de deteccao e quantificacdo foram obtidos a partir da curva analitca,
com valores de 0,02 pug/mL e 0,06 pg/mL, respectivamente. Concluindo-se que o
intervalo de trabalho do método (1-7,5 ug mL™) esta acima do limite de quantificacédo e
de deteccdo, e que o método pode ser aplicado a capsulas contendo 2,5 mg de

principio ativo.

5.2.3.6 Robustez

Os resultados obtidos no teste de Youden e Steiner para demonstrar a robustez

estdo apresentados na Tabela 20. Valores de efeitos para os fatores foram menores do
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que o SD critério ¥ 2. O método, dessa forma foi robusto para todos os fatores
considerados neste estudo.

Tabela 20. Valores de efeitos obtidos de acordo com o teste de Youden e Steiner, para
demonstrar robustez do método de dissolugdo da forma farmacéutica céapsulas (YOUDEN,
STEINER, 1975).

Variavel Efeito
Velocidade de agitacao 2,66
Desaeracdo do meio 0,36
filtracdo da amostra 0,89
Tempo do teste de dissolugao 0,72
Temperatura do meio -2,89
Exposicéo a luz -1,67

Ponto de coleta -3,06
D.P.x\2 * 4,07
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5.2.4 Ensaio de dissolucdo em formula¢cdes magistrais

O ensaio de dissolucéo foi validado e aplicado na avaliacédo de trés formulacdes
comerciais diferentes (A, B e C) com dose de 2,5 mg de tibolona. Os perfis de

dissolucéo dos produtos analisados séo apresentados na Tabela 21 e na Figura 17.

Tabela 21. Quantidade de tibolona dissolvida e desvio padrdo das trés formulacdes A, B e C,
respectivamente, nos ensaios de dissolucdo (n = 6), empregando meio (agua + LSS 0,5%),
aparato 2 e velocidades de agitacdo 100 rpm, obtidas em funcéo do tempo.

% de tibolona dissolvida/ DP

Meios de dissolu¢do/ DPR “ g5 in ™ 10min. 156min. 20min. 45min. 60 min.

Formulacao A: 17,45 39,30 56,38 66,66 81,50 81,10
DP (Formulacéo A) 2,71 6,36 7,13 4,38 2,39 3,60
Formulacéao B: 20,83 40,13 55,54 62,28 80,09 85,93
DP (Formulacéo B) 6,85 9,83 13,25 10,22 10,60 5,08
Formulacéao C: 28,03 60,96 72,59 77,98 87,13 91,59
DP (Formulacéo C) 3,64 3,22 7,81 4 55 2,61 2,55
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Figura 17. Perfis de dissolucdo das formulacbes A, B e C, empregando aparato 2, meio de
dissolucéo (4gua + LSS 0,5%) e velocidades de agitagdo 100 rpm.

Os resultados dos perfis de dissolugdo obtidos, estdo expressos como

percentagem de liberacdo do farmaco em fungcéo do tempo em minutos. A formulacéo C
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apresentou resultados satisfatérios na liberacdo do farmaco, enquanto que as
formulacbes A e B apresentaram percentagem adequada no ponto de coleta definido
(45 minutos), porém estas formulacdes apresentaram 2 e 3 unidades, respectivamente,
com liberacédo abaixo de 80% (valor considerado como critério de aceitacdo Q = 75%,
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011) . E na observacao da percentagem de liberacdo
de cada ponto de amostragem das capsulas da formulagdo B, pode-se observar um
maior desvio padrdo entre as replicatas analisadas, corroborando com problemas de
uniformidade de conteddo apresentados nos resultados do teste descrito no item 5.3.6.

Pode-se sugerir pela observacdo dos dados apresentados que o método tem a
capacidade de discriminar diferentes formulacées em funcdo das trés formulagbes
comerciais analisadas (A, B e C), ja que o produto C apresenta dissolucdo mais rapida
a partir de 10 minutos quando comparado aos produtos A e B testados.

N&o foi possivel realizar a comparacdo de perfis de dissolucdo entre as
formulagcbes com o medicamento referéncia, pois ndo ha produto referéncia para a
forma farmacéutica capsulas.

Uma vez que ha monografia para tibolona na forma farmacéutica comprimidos,
onde o meio de dissolucdo apresenta o tensoativo (lauril sulfato de sdédio) na
concentracdo de 0,25 %, equivalente a metade da concentragdo utilizada para capsulas
neste estudo e utiliza aparato pd a 50 rpm, fica demonstrado a importancia de
desenvolver um método de dissolugdo também para a forma farmacéutica capsula, pois
nao se pode aplicar a metodologia de da forma farmacéutica comprimido para capsulas
em funcdo de comportamentos diferentes, que no caso de capsula pode-se ter
influéncia na utilizacdo de excipientes variados e de sua quantidade, sendo este fato de
grande relevancia, ja que é sabido que os excipientes podem alterar a dissolucdo dos
farmacos. Assim outros fatores podem influenciar na liberacdo do farmaco como
diferentes técnicas de manipulacdo e fatores ligados a prépria matéria-prima, como
tamanho de particula e polimorfismo.

Dessa forma, o ensaio de dissolucdo desenvolvido e validado para cipsulas de
tibolona foi considerado apropriado para quantificacdo in vitro deste farmaco nesta

forma farmacéutica, obtendo-se parametros adequados de validacao.
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5.3 Controle de Qualidade das capsulas manipuladas de tibolona

5.3.1 Aspecto

As capsulas gelatinosas das farmacias magistrais A, B e C se apresentaram
duras, bicolores ou de uma Unica cor, todas as trés com superficie lisa e contendo pé
homogéneo branco. Quanto aos ensaios de qualidade, observou-se que o aspecto das
capsulas das formulacdes A, B e C, respectivamente, sdo do tipo gelatinosas e
apresentaram superficie lisa. Embora padronizadas com cores diferentes, ha

homogeneidade quanto a cor e ao aspecto para cada formulacéo.

5.3.2 Peso médio

Analisando os dados apresentados da Tabela 22, nenhuma cépsula analisada
ficou fora dos limites especificados pela Farmacopeia Brasileira, demonstrando

homogeneidade de peso.

Tabela 22. Valores de peso médio das capsulas das farméacias magistrais codificadas em A, B e
C, respectivamente, e dos comprimidos referéncia (Livial®).

Formulacédo A Formulacéo B Formulacédo C Referéncia

Céapsulas Contetdo (mg) Contetdo (mg) Conteudo (mg) Contetddo (mg)

Média 105,43 117,79 135,64 99,58
Limite* 94,89 - 115,97 106,0 - 129,57 122,08 — 149,2 89,6 - 109,5
Resultado 102,5 -107,6 113,7-122,1 129,9 - 140,0 98,7 - 100,3

* Farmacopeia Brasileira 2010: capsulas (x10%) e comprimidos (£7,5%)
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5.3.3 Desintegracéao

Todas as amostras das farmacias atenderam as especificacdes estabelecidas
pela Farmacopeia Brasileira 2010, onde as cépsulas foram completamente

desintegradas ao final de 45 minutos. A desintegracao das cdpsulas das formulacdes A,
B e C, ocorreu em 2 minutos.

5.3.4 Identificagcéo

A identificacdo da tibolona, observada na Figura 18, foi confirmada pela
comparacao do cromatograma da solugcédo padrdo com os cromatogramas obtidos das

analises de cada formulagédo (A, B e C), respectivamente, e do cromatograma da
amostra de comprimidos:

3 s 6
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2 3 -+
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2 3 -
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mVolts
o &5 8
w

mVolts
wN
o 6 ©

2 3 -
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w

3
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Figura 18. Cromatogramas obtidos por CLAE para o padréo de tibolona (A), formulacdo A (B),
formulacéo B (C), formulacdo C (D), comprimido (E).

90



5.3.5 Teor do farmaco

Considerando a especificacdo para o doseamento de 90,0 a 105,0 % do valor
rotulado, todas as amostras cumpriram o teste, como observado na Tabela 23.

Tabela 23. Valores de teor de tibolona das amostras de cdpsulas e comprimidos.

Teor (%)* DPR (%)
Formulacéao A 98,77 1,36
Formulacéo B 93,76 0,37
Formulacéao C 94,92 0,96
Comprimidos 95,95 1,04

* Especifica¢des British Pharmacopoeia (2011).

5.3.6 Uniformidade de doses unitarias

A uniformidade de conteudo foi realizada para as formulacdes A, B e C,
conforme Tabela 24, onde as formulacbes A e C foram aprovadas, porém para a
formulacdo B o valor de aceitagcdo mostrou-se acima do especificado pela Farmacopeia
Brasileira 2010, sendo necessaria uma segunda analise com mais 20 capsulas (Tabela
25), para posterior reprovacdo desta formulacdo no teste de uniformidade. Com este
primeiro teste, ja pode-se verificar que algumas unidades estdo com o teor um pouco
distante da dose declarada no rotulo, indicando que os processos envolvidos na

manipulagéo das capsulas ndo foram conduzidos de forma adequada.
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Tabela 24. Valores do teste de uniformidade para tibolona nas amostras de capsulas das

formulacdes A, B e C, respectivamente.

Formulacéao A

Formulacéao B

Formulacéao C

Capsulas Resultado (%) Resultado (%) Resultado (%)
1 91,84 91,21 96,23
2 98,32 86,70 99,99
3 92,30 139,24 96,60
4 97,79 95,32 96,19
5 91,02 115,04 98,25
6 92,18 83,07 96,62
7 89,58 131,00 96,90
8 93,03 82,60 95,92
9 93,09 101,23 96,23
10 92,21 115,31 98,52
Média 93,14 104,07 97,15
Desvio Padréao 2,79 20,17 1,33
Valor de aceitagéo 12,06 50,98 4,54

Como a formulacdo B nao cumpriu o teste para analise de 10 capsulas, foi

necessario refazer o teste com mais 20 capsulas e calcular novamente o valor de

aceitacao, onde L1 deve ser menor que 15.
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Tabela 25. Valores do teste de uniformidade para cdpsulas de tibolona referente a

formulacao B.

% de tibolona em cada capsula

Formulacéao B

91,21
86,70
139,24
95,32
115,04
83,07
131,00
82,60
101,23
115,31

64,53
138,86
71,69
106,75
123,36
96,17
195,94
62,20
62,25
180,37

107,07
68,88
79,91

143,09
74,68
95,41
102,02
95,80
120,45
102,10

Média (30 Unidades): 104, 74

Desvio Padré&o (30 unidades): 32,20

Valor de aceitacéo: 64,4

Com o valor de aceitacdo e a andlise da quantidade de componente ativo obtida

apresentou valores menores que (1 — L2 x 0,01)M= 76, 13 e valores maiores que (1 +

L2 x 0,01)M= 126,88, pode-se chegar a conclusdo que a formulacdo B realmente nao

cumpriu o teste de uniformidade de doses unitarias. Este fato vem mostrar a

importancia deste ensaio no auxilio a todas as farmacias magistrais para corrigirem

eventuais falhas no preparo das mesmas e evitar a dispensagdo de medicamentos

inadequados para 0 consumo.
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6 CONCLUSOES

O método analitico proposto como indicador de estabilidade empregando CLAE
por fase reversa apresentou-se adequado para a andlise quantitativa de tibolona em
capsulas e também em comprimidos, e demonstrou seletividade em relacdo aos
produtos gerados no teste de degradacao forcada.

Em relacdo as condicbes de estresse, houve degradacao total do farmaco frente
as condicdes acida, alcalina e oxidativa. Foi observada a formacédo de produto de
degradacdo na condicdo acida, neutra e por fotodegradacdo com mesma massa em
relacdo ao analito original. E o farmaco mostrou-se estavel sob a condicdo de
degradacéo térmica.

Os parametros de validagdo do método indicador de estabilidade como
seletividade (incluindo andlise da pureza das bandas geradas a partir do ensaio de
degradacdo, empregando detector de DAD), linearidade, LD, LQ, precisédo, exatidao e
robustez foram avaliados e apresentaram-se conformes, segundo recomendacdes
estabelecidas pelos 6rgaos oficiais.

As condicOes para realizacdo do ensaio de dissolugcéo de tibolona, na forma
farmacéutica cépsulas, consistem na utilizacdo de agua adicionada de LSS 0,50%,
aparato pa e velocidade de agitacdo do meio de 100 rpm, com tempo de coleta da
amostra em 45 minutos e tolerancia de, no minimo, 80 % de liberacéao.

O ensaio de disolucéo foi validado e mostrou-se apropriado para quantificacéo
da liberacéo in vitro de tibolona, na forma farmacéutica capsulas, mostrando resultados
adequados para todos os parametros analisados.

Os testes de qualidade para as capsulas das formulagbes A, B e C,
respectivamente, foram considerados satisfatorios em relacgdo ao peso médio,
desintegracéo, identificacéo e teor de tibolona. Ja a uniformidade de conteddo mostrou-
se ndo conforme para a formulacdo B, demonstrando a importancia desta andlise para
os testes de controle de qualidade, ja que comprova a homogeneidade do enchimento e

qualidade do medicamento oferecido ao consumidor.

94



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMIDON, G. L.; LENNERNAS. H.; SHAR, V. P.; CRISON, J. R. A theoretical basis for a
biopharmaceutical drug classification: the correlation of in vitro drug product dissolution
and in vivo bioavailability. Pharmaceutical Research, v. 12, n.3, p. 413-420, 1995.

AULTON, M.E. Delineamento de formas farmacéuticas. 2 ed.Rio de janeiro: Artmed,
2005.

BANAKAR, U.V. Pharmaceutical dissolution testing. New York: Marcel Dekker, p.
437, 1992.

BARROS, C. B. Validacdo de métodos analiticos. Biolégico, S&o Paulo, v.64, n.2,
p.175-177, 2002.

BATISTUZZO, J. A. O.; ITAYA, M.; ETO, Y. Formulario Médico Farmacéutico, 22
edicdo, Sao Paulo, Tecnopress, 2002.

BERNARDES, M. L. P.; MUELLER, A.; GEBARA, K. S. Desenvolvimento e controle de
qualidade de capsulas contendo captopril 25 mg. Interbio. v.4 n.1 - ISSN 1981-3775,
2010.

BERTOLLO, G. M. O processo magistral em farméacias do estado do ESPIRITO
SANTO. 2008. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2008.

Biopharmaceutics Classification System (BCS). Therapeutic Systems Research
laboratories.<  http://69.20.123.154/services/bcs/search.cfm> Acesso em 10 de
dezmebro de 2012.

BLOM, M. J. et al. Metabolism of tibolone and its metabolites in uterine and vaginal
tissue of rat and human origin. Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology.
v. 101, p.46-49, 2006.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para qualidade em quimica
analitica: assisténcia a acreditacdo. Brasilia, DF, 2005.

BRASIL. Ministério da Saude. Resolugédo RE n° 899, de 29 de maio de 2003. Determina

a publicacdo do "Guia para validagcdo de métodos analiticos e bioanaliticos”. Diario
Oficial da Unido, Brasilia, 02 de junho 2003.

95


http://69.20.123.154/services/bcs/search.cfm

BRASIL. Resolucédo RE n° 1, de 29 de julho de 2005. Guia para realizacdo de estudos
de estabilidade. Diario Oficial da Unido, Brasilia, de 01 de agosto de 2005a.

BRASIL. Ministério da Saude. RDC n°. 67, de 8 de outubro de 2007. Dispde sobre Boas
Praticas de Manipulacdo de Medicamentos para Uso Humanos em Farmacias. Diario
Oficial da Uniéo, Brasilia, 9 de outubro 2007.

BRASIL. Ministério da Saude. RDC n°. 87, de 21 de novembro de 2008. Altera o
Regulamento Técnico sobre Boas Praticas de Manipulacdo de Medicamentos para Uso
Humanos em Farmacias. Diario Oficial da Uniao, Brasilia, 24 de novembro 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Guia para a qualidade em quimica analitica. Uma
assisténcia para a habilitacao.

Disponivel em:<http://www.anvisa.gov.br/divulga/public/series/laboratorios.pdf>. Acesso
em 15 de janeiro de 2013.

BRASIL. Ministério da Saude. Bulario eletrénico da ANVISA (Libian®). Disponivel
em: < http://www4.anvisa.gov.br/BularioEletronico/> Acesso em 10 de julho de 2012a.

BRASIL. Ministério da Saude. Bulario eletronico da ANVISA (Livial®). Disponivel
em: < http://www4.anvisa.gov.br/BularioEletronico/> Acesso em 10 de julho de 2012b.

BRITISH PHARMACOPOEIA. The Stationery Office, London, vol. 2, p. 2137- 2138;
3264-3266, 2011.

CARLONI, M. B. Densidade mamogréfica antes e apds o uso de tibolona: Auxilio da
informatica. 2007. Dissertacdo (Mestrado em Medicina) - Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2007.

CARVALHO, A. C. B. et al. Histomorfometria do tecido 6sseo em ratas castradas
tratadas com tibolona . J Bras Patol Med Lab. v. 46, n. 3, p. 235-243, 2010.

CAVADAS, L. F. et al. ABORDAGEM DA MENOPAUSA nos Cuidados de Saude
Primarios. Acta Med Port. v. 23, p. 227-236, 2010.

DROGE, M. J. et al. 7a-Methyl-ethinyl estradiol is not a metabolite of tibolone
but a chemical stress artifact. Menopause: The Journal of The North American
Menopause Society. v. 14, n. 3, p. 474-480, 2007.

EUROPEAN PHARMACOPOEIA. Council of Europe, Strasbourg Cedex. France, 6.
ed., v. 2, p. 3074, 3075, 2008.

FARMACOPEIA BRASILEIRA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria 5. ed.
Brasilia: Anvisa, 2010.

96


http://www.anvisa.gov.br/divulga/public/series/laboratorios.pdf
http://www4.anvisa.gov.br/BularioEletronico/
http://www4.anvisa.gov.br/BularioEletronico/

FEKETE, S.; FEKETE, J.; GANZLER, K. Characterization of new types of stationary
phases for fast liquid chromatographic applications. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. v. 50, p.703-709, 2009.

FERRAZ, C. C et al . Avaliacdo do controle de qualidade em farmacias com
manipulacdo na cidade de SOROCABA, SP. Revista de Estudos Universitarios.
Sorocaba, SP. v.34, p.135-148, 2008.

FDA. Food and Drug Administration. Guidance for industry. Dissolution testing of
immediate released solid oral dosage forms. Rockville: FDA, 1997.

FDA. Food and Drug Administration, Technical Review Guide; Center for Drug
Evaluation and Research (CDER), Guidance for Industry, Analytical Procedures and
Methods Validation, Chemistry Manufacturing and Controls Documentation, Draft
Guidance, 2000.

FROES, N. D. T. C.; PEREIRA, E. S.; NEGRELLI, W. F. Fatores de risco da
osteoporose: prevencao e detecgcdo através do monitoramento clinico e genético. ACTA
ORTOP BRAS. v. 10, n. 1, 2002.

GIANOTTO, E. A. S, et al. Qualidade de capsulas de cloridrato de fluoxetina
manipuladas em farmacias. Latin American Journal of Pharmacy, v.27, n.5, p.727-
733, 2008.

GOOYER, M. E. et al. Tibolone is not converted by human aromatase to 7a-methyl-17a-
ethynylestradiol (7a-MEE): Analyses with sensitive bioassays for estrogens and
androgens and with LC-MSMS. Steroids. v. 68, p.235-243, 2003.

GRINGS, A. C. et al. Riscos e Beneficios da Terapia de Reposi¢cdo Hormonal (TRH) em
mulheres na menopausa. RBAC, v. 41. n. p. 229-233, 2009.

HALBE, H. W.; CUNHA, D. C.Tratamento hormonal dos distlirbios menopausais. Diagn
Tratamento. v. 15, n.4, p. 162-9, 2010.

HENRIQUES, H. N. et al. Efeito de doses elevadas de tibolona sobre o peso corporal e
perfil lipidico de ratas ooforectomizadas. Revista Brasileira de Ginecologia e
Obstetricia. v. 32, n.2, p. 88-93, 2010.

GIBALDI, M. Biopharmaceutics and clnical pharmacokinetics. 4.ed. Philadelphia:
Lea & Febiger, p. 406, 1991.

INMETRO. Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial,

Orientacdes sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos, DOQ-CGCRE-008 de
fevereiro de 2010 (reviséo), 2010.

97



ICH. International Conference on Harmonization (ICH) of Technical Requeriments for
registration of Pharmaceuticals for Human Use Topic Q2 (R1); Validation of Analytical
procedures: Text and Methodology, Geneva, 2005.

International Standard Organization. General Requirements for the Competence of
Testing and Calibration Laboratories, ISO/IEC 17025, 1999.

JADHAYV, V. et al. Validation of high performance liquid chromatographic method for the
determination of Tibolone in bulk and pharmaceutical dosage form. Journal of
Pharmacy Research. v. 2, n.4, p. 694-697, 20009.

KENEMANS, P.; SPEROFF,L. Tibolone: clinical recommendations and practical
guidelines. A report of the International Tibolone Consensus Group. Maturitas. v.16,
n.1, p. 21-8, 2005.

LEITE, E. G. ESTABILIDADE: importante parametro para avaliar a qualidade,
seguranca e eficacia de farmacos e medicamentos. 2005. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rio Grande do
Sul, 2005.

MALESUIK, M. D. et al. Desenvolvimento de teste de dissolucdo e estudo comparativo
de comprimidos e capsulas magistrais contendo anlodipino. Rev. Ciénc. Farm. Basica
Apl. v. 27, n.1, p.37-49, 2006.

MARCOLONGO, R. Dissolucdo de medicamentos: fundamentos, aplicacdes, aspectos
regulatérios e perspectivas na area farmacéutica. Dissertacdo de Mestrado, Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2003.

MARTINELLI, H. K. et al. Avaliagdo do controle de qualidade realizado nas farmécias de
manipulacdo e homeopaticas de Maringa, Estado do Parana. Maringa, v. 27, n. 2, p.
137-143, 2005.

PARDINI, D. Terapia Hormonal da Menopausa. Arqg Bras Endocrinol Metab. v. 51, n.6,
p. 938-942, 2007.

PENNING, T. M. et al. Liquid chromatography—mass spectrometry (LC-MS) of steroid
hormone metabolites and its applications. Journal of Steroid Biochemistry &
Molecular Biology. v. 121, p. 546-555, 2010.

PINTO, T. J. A.; KANEKO, T. M.; PINTO, A. F. Controle biolégico de qualidade de
produtos farmacéuticos correlatos e cosmeéticos. 3 ed. Sao Paulo, p. 7, 43, 45, 48,
2010.

POMBAL, R.; BARATA, P.; OLIVEIRA, R. Estabilidade dos medicamentos manipulados.
Revista da Faculdade de Ciéncias da Saude. n.7, p- 330-341, 2010.

98



RENOUX, C. et al. Hormone replacement therapy use and the risk of stroke. Maturitas.
v. 61, p. 305-309, 2008.

REYNOLDS, D. W. et al. Avaliable guidance and best practices for conducting forced
degradation studies. Pharmaceutical Technology, Iselin, p. 48-56, 2002.

RIBANI, M. et al. Validacdo em métodos cromatogréaficos e eletroforéticos. Quim. Nova,
v. 27,n.5, p.771-780, 2004.

RIBEIRO, F. A. L. et. al. Planilha de validacdo: uma nova ferramenta para estimar
figuras de mérito na validagdo de métodos analiticos univariados. Quim. nova. v. 31, n.
1, p. 164-171, 2008

ROSA, H. B.; TOLOTTI, R.C. Desenvolvimento e validacdo de método para o
doseamento de tibolona em capsulas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Quim.
nova. v. 35, n. 5, p. 1030-1335, 2012.

SILVA, R. L.; VOLPATO, N. M. Meios para dissolucdo de comprimidos de nimesulida:
acdo dos tensoativos. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.38, n.2, p.16-
172, 2002.

SILVA, A. P.; ALVES, M. C. C. Como iniciar a validacdo de métodos anliticos.
EQUALAB - Congresso e Feira de Qualidade em Metrologia. p. 8-15, 2006.

SILVA, K. E. R. et al. Modelos de Avaliagdo da Estabilidade de Farmacos e
Medicamentos para a Indastria Farmacéutica. Revista de Ciéncias Farmacéuticas
Basicas e Aplicada. v. 2, n. 30, p. 129-135, 2009.

SILVA, M. A. G. et al. A¢do da tibolona sobre o parénquima mamario. FEMINA. v. 38, n.
1, p. 47-52, 2010.

STECKELBROECK, S. et al. Tibolone Metabolism in Human Liver Is Catalyzed by
3a/3B-Hydroxysteroid Dehydrogenase Activities of the Four Isoforms of the Aldo-Keto
Reductase (AKR)1C Subfamily. The journal of pharmacology and experimental
therapeutics. v. 316, n. 3, p. 1300-1309, 2006.

UNITED STATES PHARMACOPEIA. USP 34. ed. The United States Pharmacopeial
Convention. Rockville, 2011.

VALENTINI, S.R.; SOMMER, W. A.; MATIOLI, G. Validacdo de métodos analiticos na
quantificacdo de comprimidos de captopril - comparacdo de metodologias para um
programa de garantia de qualidade. Acta Sci. Health Sc. Maringa, v. 26, n. 2, p. 357-
364, 2004.

99



VALENTINI, S.R.; SOMMER, W. A.; MATIOLI, G. Validacdo de métodos analiticos. Arq
Mudi. Maring4, v.11, n. 2, p. 26-31, 2007.

VERHEUL, H. A. M. et. al. Pharmacokinetic Parameters of Tibolone and Metabolites in
Plasma, Urine, Feces, and Bile from Ovariectomized Cynomolgus Monkeys after a
Single Dose or Multiple Doses of Tibolone. Drug metabolism and disposition. v. 35, n.
7,p.1112-1118, 2007.

VERHOEVEN, C. H. J.; VOS, R. M. E.; DELBRESSINE, L. P. C. The in vivo metabolism
of tibolone in animal species. European journal of drug metabolism and
pharmacokinetics. v. 27, n. 1, p.1-10, 2002.

YOUDEN, W. J; STEINER, E. H. Statistical Manual of the AOAC. Association of Official
Analytical Chemists, Arlington, TX, 1975.

ZAHAR, S. E. V. Qualidade de vida em usuarias e ndo usuarias de terapia de reposi¢ao
hormonal. Rev Assoc Med Bras. v. 51, n. 3, p. 133-138, 2005.

ZACHARIA, L. C. et al. Conversion of tibolone to 7a -methyl-ethinyl estradiol using gas
chromatography-mass spectrometry and liquid chromatography-mass spectrometry:
interpretation and clinical implications. Menopause: The Journal of The North
American Menopause Society. v. 13, n. 6, p. 926-934, 2006.

100



APENDICE A — Proposta de monografia

CAPSULAS DE TIBOLONA

Contém, no minimo, 90, % e, no méaximo, 105,0 % da quantidade declarada de
C21H2502.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito em Cromatografia liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4).
Utilizar cromatégrafo provido de detector de ultravioleta a 205 nm, coluna de 250 mm
de comprimento e 4,0 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada ao grupo octadecilsilano (C18) com particulas de 5 um mantida a temperaratura

de 30 °C e com vazao de fase moével de 1,0 mL/min.

Solucéo (1): Pesar 20 cépsulas, remover o contetdo e pesa-las novamente. A partir do
peso médio, pesar a quantidade equivalente a 10 mg de tibolona e transferir para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca de 70 mL de solvente , levar ao ultrassom por
5 minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a

concentragéo final de 10 pg/mL.

Solucéo (2): Pesar quantidade equivalente a 10 mg de tibolona e transferir para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionar cerca de 70 mL de solvente e levar ao ultrassom por
5 minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e filtrar. Diluir o filtrado para a

concentragéo final de 10 pg/mL.

Fase movel: acetonitrila e 4gua (60:40 v/v).
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Procedimento: Injetar, separadamente, 20 uL das solucdes (1) e (2). O cromatograma

obtido com a solucéo (1) deve ser semelhante ao obtido com a solugéo (2).

CARACTERISTICAS

Determinacao de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegracéao (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitéarias (V.1.6). Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUGAO (V.1.5)

Meio de dissolucdo: Solucao aquosa de lauril sulfato de sédio 0,5 % (500 mL)

Aparelhagem: pa

Velocidade de agitacdo: 100 rpm

Tempo: 45 minutos

Imediatamente apds o teste, retirar aliquota do meio de dissolucao e filtrar. Preparar
solucdo padrao na mesma concentragao, utilizando metanol para dissolver o farmaco e
solucdo aquosa de lauril sulfato de sodio 0,5 % como solvente. Proceder conforme os

seguintes métodos.
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Proceder conforme descrito em Cromatografia liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector de ultravioleta a 205nm, coluna de 250 mm de
comprimento e 4,0 mm de diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada ao grupo octadecilsilano (C18) com particulas de 5 um mantida a temperaratura

de 30 °C e com vazao de fase mével de 1 mL/min.

Fase movel: acetonitrila e agua (60:40, v/v).

Injetar, separadamente, 20 pL das solucdes padrdao e amostra. Registrar 0s
cromatogramas e medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de Cy;H20;

dissolvida no meio a partir das respostas obtidas com as solu¢cfes padrao e amostra.

Tolerancia: ndo menos que 80% (Q=75%) da quantidade declarada de C;1H230; se

dissolvem em 45 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substéancias relacionadas. Proceder conforme descrito no Doseamento. Injetar, 20uL
da solucdo amostra. Registrar os cromatogramas e medir as areas dos picos. Calcular a

quantidade de cada impureza a partir da formula:
100 X (Ai/As)

em que: Ai é a area de cada impureza e As é a soma das areas de todos os picos. O

limite é de 0,2% para cada impureza e de 0,5% para o total de impurezas.

DOSEAMENTO

103



Por cromatografia liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4). Utilizar cromatégrafo provido de
detector ultravioleta a 205 nm, coluna de 25,0 cm de comprimento e 4,0 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano
(C18) com particulas de 5 um, mantida a temperatura de 30 °C e com vazao de fase

movel de 1 mL/min.

Fase movel: acetonitrila e agua (60:40, v/v).

Solucdo amostra: pesar 20 capsulas. Remover o conteddo e peséa-las novamente.
Transferir quantidade de pé equivalente a 10 mg de tibolona e transferir para baldo
volumétrico de 100 mL. Completar o volume com fase mdvel homogeneizar e filtrar.

Diluir pra concentracéo final de 10 pg/mL.

Solucdo padrdo: Pesar quantidade equivalente a 10 mg de tibolona e transferir para
baldo volumétrico de 100 mL. Completar o volume com fase mdvel homogeneizar e

filtrar. Diluir pra concentracao final de 10 pg/mL.

Procedimento: Injetar, separadamente, 20 uL das solucfes padrdo e amostra. Registrar
0s cromatogramas e medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de Cj;Hy302a
partir das respostas obtidas com as solu¢des padrao e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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