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RESUMO

No mundo todo, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a
mortalidade materna é considerada um desafio para os sistemas de saude. As altas
taxas sao causadas por hipertensao, hemorragia pos-parto (HPP) e infecgbes, dentre
outras causas evitaveis. Para a HPP, é indicado o uso profilatico de farmacos
uteroténicos. A OMS indica o uso do misoprostol, nos casos em que a ocitocina
injetavel n&o esteja disponivel. O misoprostol € um analogo da prostaglandina E1,
utilizado no tratamento de ulcera, indug¢ao de parto, aborto e tratamento de HPP, nas
apresentacdes de comprimido oral e vaginal, podendo ser administrado pelas vias
oral, vaginal, sublingual e retal, visto que a via vaginal se encontra impossibilitada
devido ao sangramento. Nesse cenario, a forma farmacéutica de supositorio é a mais
indicada pela rapida acao terapéutica, entretanto, ela é inexistente no Brasil € no
mundo. O presente trabalho teve por objetivo desenvolver uma formulagao de
misoprostol em supositorio, bem como desenvolver e validar metodologias analiticas
de doseamento e dissolugdo. Existem poucas monografias farmacopeicas para
farmacos na forma farmacéutica de supositério, sendo encontrado o teste de
doseamento em 18 monografias e somente em uma o teste de dissolugdo. Mostrando
uma caréncia de estudo para esta forma farmacéutica. Para desenvolver as
metodologias, foram testadas diferentes tipos de base, métodos de extragdo, meios e
parametros de dissolucdo. O melhor método de doseamento se baseou na extracao
com acetonitrila em banho-maria a 40°C, enquanto o método de dissolugdo mais
adequado foi alcangado com o aparato Il (pa) com ancoras, velocidade de 75 rpm e
tampao fosfato de sédio pH 7,2 com lauril sulfato de sodio 1 % (p/v) como meio de
dissolugdo. As amostras foram analisadas por CLAE-UV e os métodos desenvolvidos
foram validados de acordo com a RDC N° 166 de 24 de julho de 2017. As analises
demonstraram que foi possivel desenvolver uma forma farmacéutica apropriada ao
uso e metodologias simples e de baixo custo, que futuramente podem ser empregadas

no controle de qualidade deste medicamento.

Palavras-chave: Misoprostol. Supositério. Hemorragia poés-parto. Dissolugao.

Doseamento.



ABSTRACT

Worldwide, according to the World Health Organization (WHO), maternal mortality is
considered a challenge for health systems. The high rates are caused by hypertension,
postpartum hemorrhage (PPH) and infections, among other preventable causes. For
PPH, prophylactic use of uterotonic drugs is indicated. WHO indicated the use of
misoprostol in cases where injectable oxytocin is not available. Misoprostol is an
analogue of prostaglandin E1, used in the treatment of ulcer, induction of delivery,
abortion and treatment of PPH, in oral and vaginal tablet presentations, and can be
administered by oral, vaginal, sublingual and rectal routes, since the vaginal route is
precluded due to bleeding. In this scenario, the pharmaceutical form of suppository is
the most indicated for the rapid therapeutic action, however, it is nonexistent in Brazil
and worldwide. The present work aimed to develop a formulation of misoprostol in
suppository, as well as to develop and validate analytical methodologies for assay and
dissolution. There are few pharmacopoeias’ monographs for drugs in the
pharmaceutical form of suppository, and the dosing test was found in 18 monographs
and only in 1 dissolution test. It demonstrates the deficit of this pharmaceutical form
study. To develop the methodologies, different types of bases, extraction methods,
media and dissolution parameters were tested. The best assay method was based on
acetonitrile extraction in a water bath at 40°C, while the most appropriate dissolution
method was achieved with apparatus 2 (paddle) with sinker, speed of 75 rpm and
sodium phosphate buffer pH 7.2 with sodium lauryl sulfate 1 % (w/v) as dissolution
media. The samples were analyzed by HPLC-UV and the developed methods were
validated according to RDC No. 166 of July 24, 2017. The analyses showed that it was
possible to develop a pharmaceutical form with appropriate use and simple and low-

cost methodologies, which in the future can be used in the quality control of this drug.

Keywords: Misoprotol. Suppository. Postpartum hemorrhage. Quality control.

Dissolution. Assay.
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1 INTRODUGAO

1.1 Vigilancia Sanitaria

No Brasil, o acesso a saude € um direito fundamental garantido pela
Constituicao Federal Brasileira de 1988. O artigo 196 decreta que “a saude é direito
de todos e dever do Estado [...]", enquanto o artigo 197 estabelece que as acgbes e
servigos de saude devem ser regulamentadas, controladas e fiscalizadas pelo Poder
Publico (BRASIL, 1988).

A lei n° 8.080 de 1990, regula as agdes e servigos de saude para promogao,
protecao e recuperacao da saude e dispde sobre a organizagao e funcionamento do
Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 1990). Estabelece como campo de atuagéo

do SUS a execugéo de acdes de vigilancia sanitaria, e a define como:
Um conjunto de agdes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude
e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da
producao e circulagcado de bens e da prestacédo de servigos de interesse da
saude (BRASIL, 1990).

A Vigilancia Sanitaria é responsavel, portanto, por regulamentar, registrar,
inspecionar e monitorar produtos, insumos e servigos relacionados a saude, ambiente
e 0 ambiente de trabalho, e pela circulagdo internacional de pessoas e cargas
(COSTA; ROZENFELD, 2000).

As acdes da vigilancia sanitaria sdo executadas pelos laboratérios oficiais de
saude publica que integram o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, como o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), vinculado
tecnicamente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e
administrativamente a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Que possui a atribuicao de
ser 0 6rgao de referéncia nacional para controle da qualidade de insumos, produtos,
ambientes e servigos. Além do servico de ensino em saude e cooperagao técnica com
laboratérios centrais de saude publica (Lacens) sobre as legislagbes, metodologias
analiticas e questdes tecnoldgicas (BRASIL, 1999, 2007a).

A partir da Resolugcdo-RDC n° 390, de 26 de maio de 2020, a Anvisa

estabeleceu que na auséncia da capacidade analitica dos laboratérios oficiais e
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credenciados, laboratorios analiticos publicos ou privados podem ser habilitados na
Rede Brasileira de Laboratorios Analiticos em Saude (REBLAS) para atuar como
prestadores de servicos e realizar analises em produtos sujeitos ao regime de
vigilancia sanitaria. Estabeleceu ainda que “Os Centros de Equivaléncia Farmacéutica
(EQFAR) sédo automaticamente credenciados para as categorias de medicamentos e
insumos farmacéuticos” (BRASIL, 2020).

A Lei Federal n° 5.991, de 17 de dezembro 1973 define o conceito de
medicamento no artigo 4 como “produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou
elaborado, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico” e
estabelece a acdo da vigilancia sanitaria sobre o controle sanitario do comércio de
drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos (BRASIL, 1973).

O controle de qualidade € definido no artigo 3 da lei Federal n° 6.360, de 23 de
setembro de 1976 por “conjunto de medidas destinadas a garantir, a qualquer
momento, a producao de lotes de medicamentos e demais produtos abrangidos por
esta Lei, que satisfacam as normas de atividade, pureza, eficacia e inocuidade”
(BRASIL, 1976).

Enquanto o conjunto de normas empregadas no controle de qualidade é
denominado monografia oficial, que € especifica para cada substancia, principio ativo
ou produtos, independente do fabricante, cujo objetivo é estabelecer um padrao de
analise para aprovacado ou reprovagao do produto através de testes, métodos e
procedimentos e seus limites estabelecendo o padrdao minimo de qualidade para
aceitagao do produto de acordo com o pais (SILVA, 2000; VEIGA; MELLO, 2008).

As monografias oficiais sdo descritas nas Farmacopeias, sendo a Farmacopeia
Brasileira o codigo oficial farmacéutico do pais e possui vinculo direto com a Anvisa
(VEIGA; MELLO, 2008). Todas as farmacopeias preconizadas no Brasil estdo
dispostas na Resolu¢do-RDC n° 511 de 27 de maio de 2021 da Anvisa (BRASIL,
2021a).

A Resolugéo-RDC n° 512 de 27 de maio de 2021 da Anvisa determina que os
laboratérios devem empregar métodos analiticos descritos nas farmacopeias
oficialmente aceitas no pais. Mas, caso seja um método desenvolvido por estudos
desenvolvidos ou modificados pelo proprio laboratério, devem ser validados conforme

o regulamento oficial, para demonstrar a adequacdo do método. A validagéao e as
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alteracdes realizadas devem ser documentadas, tecnicamente justificadas e validadas
para solicitar a devida autorizagdo. Sua abrangéncia se aplica a todos os laboratérios
publicos ou privados que realizem analise de produtos sujeitos a vigilancia sanitaria
(BRASIL, 2021b).

1.2 Mortalidade materna e hemorragia pés-parto

A mortalidade ou morte materna é considerada uma grave violagéo dos direitos
humanos das mulheres pela OMS, por ser evitavel na grande maioria dos casos e por
sua ocorréncia maior em paises em desenvolvimento. A organizacdo Pan-Americana
da Saude (OPAS) afirma que aproximadamente 830 mulheres morrem todos os dias
no mundo devido a complicacdes da gestagao ou do parto (OPAS, 2018a). A literatura
internacional considera a faixa etaria da mulher em idade fértil de 15 a 49 anos. E no
Brasil, a idade varia de 10 a 49 anos (LAURENTI; MELLO-JORGE; GOTLIEB, 2000).

A OMS define a morte materna na 112 revisdo da Classificagao Internacional

de Doencgas (CID-11), como:
Morte de uma mulher devido a um grupo de condi¢des de saude ocorridas do
periodo da concepc¢ao da gravidez ao parto, durante o trabalho de parto, parto
ou até seis semanas apds o parto, durante as quais o utero retorna ao

tamanho original (puerpério) (WHO, 2019a).

De acordo com o guia de vigilancia epidemiolégica do ébito materno do
Ministério da Saude (2009a), as mortes maternas (6bitos maternos) podem ser de dois
tipos: as obstétricas diretas e obstétricas indiretas.

A morte materna obstétrica direta € decorrente de complicagdes obstétricas,
durante a gravidez, parto ou puerpério devido a intervencbes, a omissdes, ao
tratamento incorreto ou a uma cadeia de eventos resultante de alguma dessas causas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

A morte materna obstétrica indireta € aquelas decorrentes de doencas que
existiam antes da gravidez ou que se desenvolveram durante esse periodo, ndo
causada por motivos obstétricos diretos, mas agravadas pelos efeitos fisioldgicos da
gravidez (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).
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A razdo de mortalidade materna (RMM) é um calculo utilizado para determinar
a mortalidade materna e um indicador do acesso da mulher aos cuidados de saude e
da capacidade do sistema de saude responder as suas necessidades (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020a).

O caélculo do RMM é realizado através da férmula demonstrada na figura 1. Seu
resultado deve ser multiplicado por k (seguindo padrdo internacional adotado,
k=100.000) sendo usado o CID 10 para obitos que ocorreram a partir de 1996
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

Figura 1 — Férmula RMM

M.? de dbitos maternos (diretos e indiretos)

X 100.000
N.? de nascidos vivos

Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

O Brasil ainda apresenta consideravel subnotificagdo dos 6bitos maternos,
além de erro no registro por falha na identificagcdo da causa do 6bito. E por isso, a
RMM é calculada utilizando fatores de correcdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

Ainda ha mortes maternas que nao entram no calculo da RMM, como a morte
materna tardia, que € a morte de uma mulher, em decorréncia de causas obstétricas
diretas ou indiretas, e abrange o periodo de seis semanas (42 dias) até um ano apés
fim da gravidez. E a morte ndo obstétrica, que ocorre por causa incidental ou causa
acidental ndo relacionadas a gravidez (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

A mortalidade materna apresenta no Brasil, € nos demais paises, um padrao
no perfil de vulnerabilidade, com maior ocorréncia em mulheres com poder econémico
mais baixo, que residem em areas rurais ou de dificil acesso aos servigos de saude.
Também apresenta recorte de idade, sendo mais comum ébitos nas extremidades da
idade fértil, ou seja, por criangas/adolescentes ou por mulheres mais velhas com maior
susceptibilidade a doencas hipertensivas. Ha ainda o recorte de raga/cor, maior entre
pardas e negras. Recorte de estado civil, sendo maior em mulheres solteiras, e ainda,

recorte de escolaridade, sendo o maior acometimento em mulheres com menos tempo
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de estudo. E, portanto, um grande problema de saude publica, pois evidencia a
relagdo com a desigualdade social (DIAS, 2014; MARTINS, 2006; UFMG, 2018).

A mortalidade materna sempre se manteve em niveis elevados no Brasil, sendo
em 1990 a RMM de 143. No ano 2000 foi pactuado em um compromisso dos Obijetivos
de Desenvolvimento do Milénio com a Organizagdo das Nag¢des Unidas (ONU), a
reducdo da mortalidade materna em 75% até 2015. Objetivo que nao foi alcangado
pelo Brasil, sendo em 2015 reduzido em 56%, com 76 Obitos para cada 100 mil
nascidos vivos, acima da meta de 35 6bitos estabelecida (MINISTERIO DA SAUDE,
2020a; ONU, 2018).

Em 2015, uma nova meta foi firmada com a ONU no ambito dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel, almejando reduzir, até 2030, a razdo da mortalidade
materna global para 70, e no Brasil para 30 6bitos. Em 2018, a RMM alcangada foi de
59,1 obitos para cada 100 mil nascidos vivos, indice reduzido, porém ainda bem acima
da meta, conforme demonstrado na figura 2 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a; ONU,
2018).

Figura 2 — Raz&o de mortalidade materna do Brasil de 1990 a 2018
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De acordo com o Boletim Epidemiolégico N° 20 do Ministério da Saude (2020a),
a maior parte dos obitos maternos no Brasil, de 1996 a 2018, ocorreu por morte direta,

incluindo o surto de influenza A (H1N1) em 2009 conforme demonstrado na figura 3.

Figura 3 — Morte materna por tipo de causa obstétrica do Brasil de 1996 a 2018.
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Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

Todavia, a maior parte das mortes diretas poderiam ser evitadas com
estratégias de diferentes niveis de complexidade. No anteparto, através do acesso ao
pré-natal com acompanhamento para doengas como anemia, diabetes e hipertensao
gestacional que aumentam o risco de complicagbes como a hemorragia pos-parto.
Durante o parto, que a gestante tenha acesso a servigos de saude, como hospitais e
maternidades com disponibilidade de recursos e profissionais de saude treinados. No
pos-parto ou terceira fase do parto, periodo do parto que vai da saida do feto a
expulsdo da placenta, que receba administragdo profilatica de medicamento
uterotdénico, farmaco que induz a contracao uterina, sendo a ocitocina o medicamento
de primeira escolha (IFF 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2020a; UFMG, 2018).

Na morte materna direta, a hemorragia pés-parto figura entre as principais
causas de morte materna no mundo, acompanhada por disturbios hipertensivos,

infeccdes pds-parto e aborto (OPAS, 2018a). No Brasil, se repete essa prevaléncia,
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conforme demonstrado na figura 4. Enquanto na morte indireta, as principais causas
sao AIDS, doencgas infecciosas e parasitarias, doencas do aparelho circulatério e
respiratorio, embora em 2009, tenha ocorrido um pico de mortes causadas por H1N1
(FEITOSA-ASSIS; SANTANA, 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

Figura 4 — Causas de morte materna obstétrica direta e indireta do Brasil de 1996 a 2018.
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Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

1.2.1 Hemorragia pos-parto

A hemorragia pés-parto (HPP) é definida como uma emergéncia obstétrica em
decorréncia da perda sanguinea superior a 1000 mL no parto cesariano € 500 mL no
parto vaginal nas primeiras 24 horas pés-parto (FEBRASGO, 2010; WHO, 2012).
Possui ocorréncia em aproximadamente 2 % das gestantes e puérperas, sendo
responsavel por 25% das mortes maternas no mundo, por consequéncia do choque
hemorragico e disfungdo multiorganica e pode ainda gerar sequelas como perda de
fertilidade e outras complicagbes (BARBOSA; AYRES-DE-CAMPOS, 2013,
DELANEY et al., 2016).
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A OMS reforga que a maioria dessas mortes poderiam ter sido evitadas através
do uso de medicamentos uterotdnicos, considerando ma pratica obstétrica a sua
auséncia em maternidades, visto que pode reduzir em aproximadamente 50 % o risco
de HPP (IFF, 2018, 2019; WHO, 2012). A perda sanguinea pode ser muito rapida e
em menos de 2 horas levar a morte, por isso, a prevencao € de suma importancia em
locais mais pobres com acesso a saude precario ou inexistente, justamente por nao
haver tempo para procurar tratamento (BARBOSA; AYRES-DE-CAMPQOS, 2013).

As principais causas de HPP ocorrem por atdnia uterina, traumas, retengao da
placenta e coagulopatias, sendo necessario conhecer as causas para saber tratar
corretamente (FEBRASGO, 2010; IFF, 2019).

O guia da ONU para a prevencéao e tratamento da HPP recomenda o uso de
medicamentos uterotdnicos para todos os tipos de parto, sendo a ocitocina por via
intravenosa o farmaco de primeira escolha por apresentar maior eficacia e seguranca
no manejo da HPP e o unico farmaco indicado para partos cesareo. Contudo, a
ocitocina se deteriora em temperaturas superiores a 30 °C por periodos prolongados,
necessitando de refrigeracao para seu armazenamento (WHO, 2018).

Para estratégia de prevencao, o farmaco de segunda escolha recomendado é
a ergometrina por via intravenosa, que n&o deve ser administrada pacientes
hipertensas, com pré-eclampsia ou eclampsia. E como terceira escolha, o misoprostol
de 600 pg por via oral (WHO, 2018).

Enquanto para estratégia de tratamento, a recomendacgao de segunda escolha
€ administragcdo de ergometrina por via intravenosa seguida por misoprostol de 800
Mg por via sublingual. Se a hemorragia persistir devem ser testadas as opg¢des de
administracdo de acido tranexamico, massagem uterina e intervengao cirurgica
(WHO, 2018).

A partir de 2010 passou a ser indicado pela OMS, apds consulta publica e
revisao bibliografica, o uso de misoprostol por ser considerado seguro, eficaz e de
baixo custo (WHO, 2010). O misoprostol ndo possui a mesma eficacia da ocitocina,
mas em locais onde a ocitocina ndo esteja disponivel, como em partos fora de
ambiente hospitalar, o misoprostol mostrou-se uma importante estratégia (DELANEY
et al., 2016).
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A Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) recomenda
para o tratamento da HPP a dose de até 800 ug do misoprostol, administrado por até
4 comprimidos consecutivos com dose de 200 ug, por via sublingual, vaginal ou retal.
No entanto, a via vaginal deve ser evitada quando houver sangramento e/ou sinais de
infecgao (FIGO, 2012; MORRIS et al., 2017).

A Federacdo Brasileira das Associagdes de Ginecologia e Obstetricia
(FREBRASGO), recomenda junto a OPAS e Ministério da Saude brasileiro, o uso de
misoprostol no manejo da HPP por atonia uterina na dose de 600 a 800 pg por via
retal, pois seu inicio de agdo ocorre em aproximadamente 15 minutos apds sua
administracdo (FEBRASGO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2009b; OPAS, 2018b).

Ha ainda na literatura diversos estudos e ensaios clinicos que relatam o uso
obstétrico de misoprostol pela via retal em doses que variam de 400 a 1000 ug (DE
SIQUEIRA et al, 2019; KHAN et al, 2004; KOCH; RATTMANN, 2019;
WANNMACHER, 2016).

Uma das vantagens do uso de misoprostol € a possibilidade de administragao
por trabalhadores de saude com menor qualificagdo, como agentes comunitarios de
saude, em situagdes nas quais ndo ha presenca de um profissional especialista em
obstetricia, como em partos domiciliares (WHO, 2010, 2018). Contudo, mesmo sem a
necessidade de um especialista, 0 misoprostol precisa ser administrado por pessoas
que tenham algum treinamento prévio para sua correta administracao, identificagao e
controle dos efeitos adversos, uma vez que, doses incorretas ou administracao antes
do nascimento do bebé& podem acarretar efeitos adversos mais graves (WHO, 2009).

Nesse contexto, pensando em locais com poucos recursos, onde nao tenha
disponibilidade de ocitocina ou que ndo possa ser administrada com seguranca, o
misoprostol apresenta pontos positivos, pois pode ser administrado por vias de facil
acesso (oral, sublingual, vaginal e retal), enquanto a ocitocina é injetavel e necessita
de um profissional habilitado. Além disso, para as formas farmacéuticas comprimido
e comprimido vaginal ha vantagens de ser um medicamento de baixo custo, ndo
necessitar de refrigeracdo para seu armazenamento e apresenta efeito adverso de
facil contorno, quando administrado em doses baixas (WANNMACHER, 2016).
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1.3 Misoprostol

O misoprostol (15-deoxi-16-hidroxi-16-metil-PGE1) € um analogo sintético da
prostaglandina E1 (PGE1), de ocorréncia natural. Suas estruturas se diferenciam
devido a presenca em C-1 do grupo metil éster e da troca C-15 para C-16 do grupo
hidroxila e a adicdo de um grupo metil na mesma posigao conforme demonstrado na
figura 5 (TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).

Figura 5 — Estrutura quimica do Misoprostol e seu analogo natural, a Prostaglandina E1
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Fonte: (COLLINS, 1990).

O misoprostol € um liquido viscoso, com caracteristica oleosa e higroscopica,
com forma empirica C22H3sOs e massa molar de 382,51 g/mol, possui pKa 14.68, logP
3,8, soluvel em agua e etanol e moderadamente soluvel em acetonitrila (DRUGBANK,
2020; PUBCHEM, 2020). No sistema de classificagdo biofarmacéutica pertence a
classe |, farmaco de alta solubilidade e alta permeabilidade (EMA, 2014; FLEISHER,
et al.,1999).

Na forma de substancia pura apresenta alta suscetibilidade a degradacao e
deve ser armazenado em temperatura entre -25 a -10°C e com protecao a luz. E por
isso, é estabilizado em uma disperséo de 1:100 em hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
alcangando desta forma maior estabilidade e suportando estocagem em temperatura
de 2 a 8°C. Seu insumo farmacéutico ativo (IFA) € comumente encontrado sob a forma
de misoprostol- HPMC 1 % (COLLINS, 1990; MEHTA et al., 2010).

O misoprostol apresenta alta poténcia sendo necessario baixa dosagem para
obter efeitos terapéuticos e necessita de cuidados em seu manuseio, por causar
danos aos 6rgéos do sistema cardiovascular, além de efeito prejudicial a fertilidade ou
feto e efeito téxico por ingestdo (DRUGBANK, 2020; PUBCHEM, 2020, USP, 2009).
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1.3.1 Histdrico do misoprostol

Em 1967, Robert e colaboradores descobriram que as prostaglandinas naturais
da série E sao inibidoras da secregcdao de acido gastrico. Porém, observaram
dificuldades para sua aplicagdo, como sua instabilidade quimica que ocasiona curto
tempo de meia-vida, rapida metabolizagéo, resultando inatividade em administragcéo
por via oral e curta duragdo de acgao por via parenteral, e ainda, muitos efeitos
colaterais, como diarreia, coélicas abdominais, dor de cabecga, eritema facial,
hipertermia e calafrios. E ainda, efeitos mais graves como os efeitos plaquetarios,
hiperostose cortical e propriedades uterdnicas, sendo, portanto, desestimulado seu
aproveitamento como molécula promissora (COLLINS, 1990).

Em 1973, a molécula de misoprostol foi desenvolvida e passou a ser a primeira
prostaglandina liberada para tratamento de ulcera duodenal e gastrica. Mas, mesmo
apds modificacbes estruturais feitas na molécula ainda apresentava o efeito do
aumento da atividade contratil uterina, que pode causar risco gestacional (COLLINS,
1990).

A molécula de misoprostol passou a ser comercializado como Cytotec® na
forma farmacéutica de comprimido nas doses de 100 e 200 ug, pela empresa G. D.
Searle & Company, hoje Pfizer, e teve seu uso autorizado no Brasil em 1986, sendo
somente comercializado a partir de 1988, pelo laboratério Biolab (BARBOSA; ARILHA,
1993; PFIZER, 2021).

Por ser destinada ao tratamento de ulcera, sua venda era livre em drogarias,
mas seu uso como abortifaciente se disseminou rapidamente e levou a discussdées,
com grupos favoraveis ao seu uso para indugéo de parto, aborto retido, quando ha
morte do feto sem expulsdo, e para diminuir os riscos por abortos ilegais, como morte
materna. Por outro lado, instituicdes ligadas a vigilancia farmacolégica alegavam que
o0 medicamento estava sendo usado apenas por seu efeito colateral e queriam maior
controle de seu uso e grupos mais conservadores queriam sua proibi¢cao, devido a
questdes de ordem moral e religiosa contrarias ao aborto, alegando a hipétese de
teratogenia (BARBOSA; ARILHA, 1993).

Em 9 de julho de 1991 as vendas foram suspensas, e posteriormente, foi

regulamentado pelo Ministério da Saude, sendo a venda do Cytotec® realizada apenas
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com prescricdo médica e retencdo da cépia, a fim de aumentar o controle e diminuir
seu uso como abortivo ilegal (BARBOSA, R. M.; ARILHA, M., 1993).

Em 1998, a produgdo e venda do Cytotec® foi suspensa pelo Ministério da
Saude. E a partir de entdo, a substancia misoprostol passou a ser controlada conforme
Portaria SVS/MS n° 344, de 12 de maio de 1998, e suas atualizagdes, sendo incluida
na lista “C1” (outras substancias sujeitas a controle especial) cuja venda esta restrita
a estabelecimentos hospitalares cadastrados junto a Autoridade Sanitaria competente
(BRASIL, 1998a).

Nesse mesmo ano voltou a ser comercializado com o nome comercial
Prostokos®, sendo fabricado pela Industria Quimica Farmacéutica Nacional S/A
(INFAN) sob a nova forma farmacéutica de comprimido vaginal nas doses de 25, 100
e 200 pg, com indicagdo de uso em ginecologia e obstetricia para interrupgéo de
gravidez em ambiente hospitalar (INFAN, 2020).

De acordo com a Anvisa, o Prostokos® é o Unico medicamento registrado no
Brasil com principio ativo misoprostol. O Cytotec®, também a base de misoprostol,
esta proibido de ser comercializado no Brasil por ndo possuir mais o registro na
Anvisa, sendo considerada infragao sanitaria gravissima e crime hediondo a venda de
produtos sem registro no pais com enquadramento no Cdodigo Penal no artigo 273
(ANVISA, 2015).

De maneira contraditéria, o0 medicamento faz parte da lista de medicamentos
essenciais da OMS, bem como na relacdo nacional de medicamentos essenciais
(RENAME), lista que orienta a oferta e prescrigdo de farmacos do SUS (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020c; WHO, 2019b).

Desde a Portaria SVS/MS n° 344/1998 o misoprostol comprimido vaginal é
utilizado no Brasil na area de obstetricia em ambito hospitalar, sendo indicado para
inducéo de aborto legal, esvaziamento uterino por morte fetal, amolecimento cervical
antes de aborto cirurgico e inducao de trabalho de parto. E posteriormente passou a
ser utilizado como uterotdnico para prevencao e tratamento de HPP, na dose de 600
a 800 ug por via retal (MINISTERIO DA SAUDE, 2009b, 2012).
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1.3.2 Farmacodinamica

Segundo Rang e colaboradores (2016), o mecanismo de agao do misoprostol
se da por sua acgao direta sobre as células ECS e parietal, levando a inibicdo da
secrecdo basal de acido gastrico e, da producdo em resposta a histamina,
pentagastrina e alguns alimentos, como cafeina. Atua também aumentando o fluxo
sanguineo na mucosa e estimulando a secregao de muco e de bicarbonato.

Deve ser administrado por via oral para cicatrizar ulceras e para prevenir lesdo
gastrica em decorréncia do uso cronico de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs).
Possui como efeitos adversos dose-dependentes, célicas abdominais, diarreia e
contragdes uterinas, sendo contraindicado seu uso durante a gravidez por colocar o
feto em risco (RANG et al., 2016).

Entretanto, no final dos anos 80 e inicio dos anos 90, uma série de trabalhos
foi publicada em todo mundo sobre a agédo farmacolégica do misoprostol em indugéo
de parto e abortos (HERTING; NISSEN, 1986; MARIANI et al., 1987; MARGULIES;
CAMPOS; VOTO, 1992; NORMAN; THONG; BAIRD, 1991).

Seu uso off label de alguma forma se popularizou entre as mulheres e passou
a ser amplamente utilizado para interromper a gravidez ilegalmente (ZORDO, 2016).

O uso de misoprostol em ginecologia e obstetricia € devido ao seu efeito
uteroténico, de induzir contracdes. E encontrado nas formas farmacéuticas de
comprimido e comprimido vaginal e ambas s&o administradas também por outras vias,
como sublingual e retal (EMA, 2014; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007;
ZIEMAN, et al., 1997).

Para todas as vias de administracdo, € observado ocorréncia de
uterotonicidade (THAKUR; PRATAP, 2018). O mecanismo de agao se da pela ligagao
do metabdlito ativo, acido misoprostol, nos receptores de prostaglandina das células
do musculo liso do utero, provocando mudangas na estrutura fisico-quimica do
colageno cervical e sua dissolugao, além do aumento do conteudo de agua da cérvice
e acido hialurénico, acarretando no amolecimento e maturagdo do colo uterino,
favorecendo sua dilatacdo, aumentando a forca e frequéncia da contracdo do
miometrio e ainda, reduzindo o tdnus cervical, com consequente expulsdo da

placenta, embrido ou feto, ou estancamento de hemorragia.
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E indicado para interrupcdo de gestacdo para antecipagdo de parto em

beneficio fetal ou materno, na inducéo de parto com feto morto antes das 30 semanas

e em caso de aborto legal e, para prevencao e tratamento de hemorragia por atonia
uterina (EMA, 2014; INFAN, 2020; KRUGH; MAANI, 2020).

1.3.3 Farmacocinética

De maneira geral, o misoprostol apresenta rapida absor¢cdo e sofre
desesterificagdo hepatica, se transformando em &cido misoprostol (figura 6), um
metabalito biologicamente ativo no plasma e responsavel pela agédo farmacoldgica. A
cadeia lateral alfa do misoprostol sofre B-oxidagcdo, enquanto a cadeia lateral beta

sofre dmega-oxidagao, seguida por reducao da cetona (COLLINS, 1990).

Figura 6 — Via de metabolizagéo do misoprostol até seu metabolito acido misoprostol.
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Fonte: (COLLINS, 1990).

Para o comprimido de misoprostol, administrado por via oral, a distribuicdo do
metabdlito ativo em sua forma de acido livre ocorre por ligagcao a proteina plasmatica
albumina sérica em aproximadamente 85 %, independente da concentragao, e é
excretado aproximadamente 80 % pela urina e 15 % pelas fezes (EMA, 2014).
Contudo, sua absorcéo difere de acordo com a via de administracdo (ALLEN;
O’BRIEN, 2009).
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1.3.3.1 Via oral

O misoprostol € rapidamente absorvido apdés administragdo oral e é
metabolizado em acido misoprostol, alcangando o tempo para atingir a concentragao
maxima (Tmax) em cerca de 30 minutos. Apresenta rapido aumento do nivel
plasmatico e um declinio igualmente rapido, permanecendo em niveis baixos em até
aproximadamente 120 minutos, conforme apresentado na figura 7 (EMA, 2014,
SOUZA et al., 2009; TANG et al., 2002; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).

Apos a administragdo, ha desenvolvimento do ténus, mas para obtencao de
contragdes uterinas é necessario que sejam administradas repetidas doses devido ao
seu baixo tempo de duragdo de agao, de aproximadamente duas horas (SOUZA et
al., 2009 TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007). A administragdo com
alimentos diminui a concentragédo plasmatica maxima do acido misoprostol e uso de
antiacido concomitante reduz a disponibilidade total do acido misoprostol (EMA,
2014).

Figura 7 — Concentragao plasmatica média x tempo do acido de misoprostol de acordo com a
via de administragao sublingual, oral e vaginal
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Fonte: (SOUZA et al., 2009).
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1.3.3.2 Via sublingual

O misoprostol comprimido pode ser administrado por via sublingual, devido a
alta solubilidade do comprimido, que € dissolvido em até 20 minutos abaixo da lingua.
O misoprostol alcanga o seu pico de concentracdo mais rapidamente do que por via
oral e as demais vias (figura 7), provavelmente devido a rapida absorgdo da mucosa
sublingual e por evitar o efeito de primeira passagem no metabolismo hepatico.

Contudo, o pico de concentracdo plasmatica € curto, devido ao rapido
decaimento da concentragao plasmatica, mas apresenta a maior biodisponibilidade
medida pela area sob a curva (AUC) em relagcado ao tempo, gerando contragdes mais
duradouras e continuas, bem como a maior incidéncia de efeitos colaterais (SOUZA
et al., 2009; TANG, 2002; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).

1.3.3.3 Via vaginal

Na administragdo do comprimido de misoprostol por via vaginal, o pico maximo
plasmatico é observado de 40 a 60 minutos, com aumento gradual na concentragao
plasmatica, seguido de lento declinio. Apresenta uma absor¢do mais retardada,
quando comparado a via oral por estar protegida do efeito de primeira passagem,
apresentando niveis plasmaticos elevados por mais tempo, até 4 horas apés a
administracdo e com niveis detectaveis até 6 horas (figuras 7 e 8).

A administracdo por essa via resulta em uma estimulagdo prolongada do
miométrio, com indugdo e manutencdo das contragbes uterinas levando a
necessidade de menos doses de repeticdo em relagado as vias oral e sublingual. Na
pratica clinica sao observados restos do comprimido ndo dissolvido na cavidade do
lumen vaginal até horas depois de sua administracdo e pode levar a absorgao
prolongada observada. Porém, ndo se sabe o quanto fatores individuais como pH e
volume de corrimento de cada mulher pode interferir na sua absor¢cao (KHAN et al,
2004; SOUZA et al., 2009; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007; ZIEMAN et
al, 1997).

Em um estudo realizado por Tang e colaboradores (2009), foi observado que

mulheres apds a administragdo de misoprostol por via vaginal desenvolveram
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sangramento vaginal, afetando a absorgdo e sendo o provavel responsavel pelo

declinio dos niveis plasmaticos do misoprostol.

Figura 8 — Concentragao plasmatica média x tempo do acido de misoprostol de acordo com a
via de administragao vaginal, bucal e retal.
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Fonte: (SOUZA et al., 2009).

1.3.3.4 Via vaginal + agua

O estudo realizou ainda uma adaptagédo da via vaginal com adi¢do de agua,
que é relatado como uma pratica clinica a fim de aumentar absorcéo, contudo, nao
apresenta melhora significativa em relacdo a via vaginal, conforme observado nas
figuras 7 e 8 (SOUZA et al., 2009; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).

1.3.3.5 Via retal

E a forma menos utilizada e que vem sendo estudada por ser indicada para
administragdo do misoprostol comprimido ou comprimido vaginal no tratamento da
HPP, devido a dificuldade encontrada de manter o comprimido vaginal no local de
agao durante um quadro de sangramento vaginal e rapido inicio de agao.

O pico maximo plasmatico € observado relativamente rapido em menos de 30
minutos, porém, a curva de absorg¢ao € quase 1/3 menor do que a observada na via
vaginal (figura 8). E importante ressaltar que foi administrada neste estudo, uma
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formulacdo desenvolvida para a via oral por via retal, e as diferengas fisiologicas,
anatbmicas e quimicas entre essas duas regides podem influenciar no processo de
liberacdo do ativo, como, por exemplo, a ocorréncia de recirculagdo éntero-hepatica
devido a drenagem pela veia porta hepatica no reto (SOUZA et al., 2009; TANG;
GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).

A meia-vida do misoprostol por via retal € mais longa e desta forma, pode
prolongar o periodo de contragdo uterina, evitando doses de repeticdo e uma
hemorragia retardada, que pode ser mais importante do que a concentragéo do pico
de concentragao plasmatica para a finalidade pretendida de prevencédo (KHAN; EL-
REFAEY, 2003).

1.3.3.6 Via bucal

Trata-se de uma via de administragdo adaptada, no qual se coloca o
comprimido entre a bochecha e dentes por alguns minutos para absorgao via mucosa
bucal, mas o seu pico de concentragao é inferior que as demais vias, conforme
demonstrado na figura 8 (SOUZA et al., 2009; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO,
2007).

1.3.4 Toxicidade

O misoprostol é considerado um medicamento seguro e bem tolerado. Os
estudos toxicoldgicos pré-clinicos indicaram margem de seguranca de 500 - 1000
vezes entre as doses letais em animais e as doses terapéuticas em humanos, sendo
sua dose toxica desconhecida. N&o foi encontrado nenhum efeito adverso
cardiovascular, bioquimico, enddcrino, hematolégico, imunolégico, oftalmoldgico,
plaquetario ou respiratério, clinicamente significativo (TANG; GEMZELL-
DANIELSSON; HO, 2007).

Por muito tempo, houve associacdo da exposi¢cao ao misoprostol no inicio da
gestacdo com defeitos congénitos. Porém, o misoprostol ndo demonstrou ser
embriotdxico, fetotdxico ou teratogénico em estudos de mutagenicidade. Essas
malformagdes seguem em avaliagdo, e acredita-se que a causa pode ser devida as

contragdes induzidas por misoprostol que causam disturbios no suprimento de sangue
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ao embrido em desenvolvimento. O misoprostol € contraindicado para indugcdo de
partos em pacientes com cesariana anterior, sob risco de ocorréncia de ruptura uterina
(ALLEN; O'BRIEN, 2009; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).

1.3.5 Efeitos adversos

Para todas as vias de administracao, os efeitos adversos observados sdo dose-
dependente. E os relatos mais comuns de nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia,
e ocorrem com mais frequéncia pelas vias oral e sublingual, quando administrado em
doses altas e menores intervalos entre as doses (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
Também ha relatos de febre e calafrios apds altas doses para a prevencédo ou
tratamento da HPP (KHAN; EL-REFAEY, 2003; TANG; GEMZELL-DANIELSSON;
HO, 2007).

O efeito adverso de febre possivelmente estda associado a concentragao
plasmatica do misoprostol, e desta forma, nas administracées pelas vias oral ou
sublingual apresentam as maiores incidéncias de febre chegando a calafrios,
enquanto a via retal apresenta menor incidéncia, provavelmente devido ao seu menor
pico de concentragdo plasmatica (BARBOSA, A. R. C.; AYRES-DE-CAMPOQS, D.,
2013).

1.3.6 Formas farmacéuticas disponiveis no mundo

Conforme demonstrado no quadro 1, em todo o mundo o misoprostol é
majoritariamente comercializado na forma de comprimido para administragao por via
oral. E grande parte de sua utilizagao para fins de ginecologia e obstetricia ainda é
realizada de forma off label, ou seja, diferente do registrado em bula. Além de também
ser utilizado por outras vias, como sublingual, vaginal e retal (FERNANDEZ et al.,
2009; WHO, 2010).



Quadro 1 — Formas farmacéuticas disponiveis no mundo.

NOME COMERCIAL PAiS EARMACEOTICA DOSE Iﬁ%?éig}%
Cytotec® EUA Comprimido 210000;9 aAnr:itL?gggsi
Misoprostol China Comprimido 210000;9 Q}?ﬁgﬁg;
Misoprostol india Comprimido 265‘288,|J795 Q}?ﬁgﬁg;
Gymiso® Franga Comprimido 200 ug ndgg;’(t:%
MisoOne® Franga Comprimido 400 pg ndgg;’(t:%
Mispregnol® R_lc?gr?:éi:a Comprimido 400 pg ;:23;2;
Topogyne® Suécia Comprimido 400 pg rﬁgg:}%
Prostokos® Brasil Comprimido vaginal Zgbaofge rﬁgg:}%
Angusta® Reino Unido Comprimido vaginal 25 ug Ind:gicc)) do
Misofar® Espanha Comprimido vaginal 25 ug Ind:gig do
Suga | Copprmidoporstema | 09, | i
Arthrotec®(misoprgs_tol + EUA _ Conlprimidc_) de (50 mg + Artrite
diclofenaco de sodio) liberagdo modificada 200 pg)
'(\Arrzfizg);/)r:]oi:t%@; Canada Comprimido (2200%mg - At?o.”o
+mifepristona) ug) medico

Fonte: (EMA, 2021a; 2021b; FERNANDEZ et al., 2009; PHARMACOMPASS, 2021).
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O Cytotec® comprimido € o medicamento mais popular e vendido no mundo,

sendo desenvolvido e comercializado pela empresa Pfizer dos Estados Unidos da
América para tratamento de ulceras (FDA, 2021; FERNANDEZ et al., 2009;
PHARMACOMPASS, 2021).

Na india e China o misoprostol é comercializado como medicamento genérico/
similar do Cytotec® comprimido para Ulcera gastrica. E nos paises europeus existem

diversos registros de comprimidos a base de misoprostol comercializados para
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emprego em aborto médico (EMA, 2021a; FERNANDEZ et al, 2009;
PHARMACOMPASS, 2021).

Sao raras as excecgdes de comercializacdo de outras formas farmacéuticas de
misoprostol, como no Brasil, com o Prostokos® comprimido vaginal nas doses de 25,
100 e 200 pg indicado para indugéo do parto (INFAN, 2020; FERNANDEZ et al., 2009).
E na Europa, em diferentes paises, existem comprimidos vaginais de diversas marcas
e doses registrados para uso em fins obstétricos e ginecolégicos (EMA, 2021a, 2021b;
FERNANDEZ et al., 2009; PHARMACOMPASS, 2021).

No entanto, ndo ha informagdes de comercializagdo de misoprostol sob a forma
farmacéutica de supositério, sendo encontrado apenas artigos descrevendo sua
producao para finalidade de pesquisa cientifica produzidos a partir de adaptacao de
comprimidos como IFA (CONSTANTIN et al., 2013; HAFIRASSOU et al., 2005).

O misoprostol também pode ser encontrado em associagcbes com outros
farmacos, como o Arthrotec®, da Pfizer, indicado para artrite e vendido em todo mundo
como comprimidos com liberagao modificada de misoprostol com diclofenaco de sddio
(50 ou 75 mg + 200 ng). E no Canada, ha o Mifegymiso® comprimido de misoprostol
com mifepristona (200 mg + 200 pg) empregado para aborto médico (FDA, 2021;
FERNANDEZ et al., 2009; PHARMACOMPASS, 2021).

Segundo Penildon (2010), o misoprostol € a opg¢ado de segunda linha para
tratamento de ulceras pépticas, mas, € considerado util para restaurar a barreira
protetora da mucosa gastrica em uso crénico de AINEs. O Cytotec® segue sendo
aprovado pela agéncia reguladora de medicamentos dos Estados Unidos da América,
a Food and Drug Administration (FDA), somente como antiacido e antiulceroso. E
embora seja amplamente utilizado em ginecologia e obstetricia em todo o mundo, n&o
possui aprovagao da FDA para essa indicagcdo (KRUGH; MAANI, 2020;
PHARMACOMPASS, 2021).

No Brasil cujo emprego em obstetricia ja é estabelecido, muitos sao os relatos
de falta do medicamento em servigcos de atengao obstétrica e neonatal, e por isso tem-
se levantado questionamentos se a compra e distribuicdo tem sido inferior a
necessidade real, se é devido a burocracia para sua aquisicao direto com o fornecedor
ou ainda se isso € decorrente de vestigios do estigma sobre aborto (ABRASCO, 2019;
CORREA; MASTRELLA, 2012; EL PAIS, 2020).
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Baseado na sua importancia, haja vista que mortalidade materna por HPP é um
grande problema de saude publica nacional e mundial, torna-se fundamental a
construgcao de uma estratégia que viabilize e incentive a ampliagdo da produgao por
outros laboratérios e de outras formas farmacéuticas que favoregam o suprimento da
demanda no mercado nacional de acordo com o propdsito da Politica Nacional de
Medicamentos (MINISTERIO DA SAUDE, 1998b).

Considerando-se que as formas farmacéuticas comerciais disponiveis sdo os
comprimidos orais ou vaginais que sao utilizados pela via retal de forma adaptada. O
desenvolvimento de um medicamento na forma farmacéutica de supositorio a base de
misoprostol, justifica-se por ser mais apropriado a via de administragao retal, devido
ao seu rapido inicio de acdo (MORRIS et al., 2017; OPAS, 2018b).

1.4  Supositorio

A sexta edi¢cdo da Farmacopeia Brasileira (FB) define supositorio como:

A forma farmacéutica sélida de varios tamanhos e formatos adaptados para
introdugéo no orificio retal, vaginal ou uretral do corpo humano, contendo
um ou mais principios ativos dissolvidos numa base adequada. Eles,
usualmente, se fundem, derretem ou dissolvem na temperatura do corpo.

A Farmacopeia Americana, United States Pharmacopeia (USP), acrescenta
que os supositérios sdo conicos em uma ou em ambas as extremidades (figura 9),
que geralmente pesam cerca de 2 g cada no tamanho adulto e que existem dois tipos

de supositorios: hidrofilico, soluvel em agua, e lipofilico, soluvel em éleo (USP,2021).

Figura 9 — Exemplar de supositério tamanho adulto

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2020).
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Em comparagdo com os medicamentos administrados por via oral, os
supositérios podem ser formulados para doses altas ou baixas e sao indicados para
farmacos com sabor desagradavel, farmacos que séo destruidos/ inativados pelo pH
e enzimas do estdbmago e farmacos com baixa biodisponibilidade, ja que a via retal
apresenta menos efeito de primeira passagem no figado (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016).

Apresenta vantagem de ser uma via indolor e segura, ter relativamente rapido
inicio de acao, de nao necessitar de pessoa treinada para administrar em caso de
emergéncia e por ser uma boa alternativa em pacientes relutantes, inconscientes ou
com nausea que o impossibilitem a degluticdo (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013;
AMIN et al., 2021; AULTON; TAYLOR, 2016).

Possui como desvantagens a possibilidade de ocorréncia de vazamentos e/ou
partes nao dissolvidas que precisardao ser removidas ocasionando incémodo, baixa
adesédo do paciente dependendo da cultura do pais e ainda, absor¢do mais lenta em
relagdo as vias oral e intravenosa, o que apesar de ser uma limitagdo, o torna
vantajoso para farmacos que podem ser usados como droga de abuso (ALLEN JR;
POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016).

1.4.1 Acao

A via retal distribui o farmaco para o corpo via muco do reto. Os produtos
administrados por via retal podem produzir efeito local ou sistémico (USP, 2021).

O muco ou fluido retal é estimado em 3 mL, possui pH de aproximadamente
7,5 e area de superficie por volta de 300 cm?. A absorcdo do farmaco pela via retal
ocorre por difusao passiva, e devido ao baixo volume do fluido retal e pouca area de
absorcgao, sua biodisponibilidade € imprevisivel, apresentando normalmente taxa de
absorgéo menor do que por via oral (AULTON; TAYLOR, 2016; JANNIN et al., 2014).

O supositério deve, preferencialmente, ser administrado na porcéao inferior do
reto, para evitar o efeito de primeira passagem hepatica, visto que na porgao superior
do reto, a absorgao ocorre pela veia hemorroidal superior, cujo fluxo sanguineo segue

para o figado. Nas porgcbes média e inferior do reto, as veias hemorroidais
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intermediaria e inferior, drenam diretamente para a circulagdo sistémica (AULTON;
TAYLOR, 2016; FREIRE et al., 2006).

1.4.2 Composigao e preparo

A escolha da base para preparacédo do supositério € de suma importancia, por
possuir influéncia na liberagdo do farmaco. A liberagao do supositorio envolve a fusdo
ou dissolugao da base no reto e a difusao ou dissolugao do farmaco na base fundida
(USP, 2021).

Um dos requisitos essenciais da base € que ela permaneca solida em
temperatura ambiente, mas que se funda ou dissolva com facilidade na temperatura
corporal. As bases sao divididas em hidrofilicas/hidrossoluveis, lipofilicas/oleaginosas
e diversas, quando possui combinagcdo das duas caracteristicas. As bases lipofilicas
mais comumente usadas sdo a manteiga de cacau e compostos com grupamento
glicerol ligado a acidos graxos de cadeia longa. Enquanto as bases hidrofilicas mais
comuns sado o polietilenoglicol e a gelatina glicerinada (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2013; FERREIRA, 2011; HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

A liberacdo depende da composi¢cao do supositorio, uma base lipofilica pode
derreter rapidamente a temperatura corporal, mas, se o farmaco também for
lipossoluvel, a sua difusdo nos fluidos retais sera menor, e se o farmaco for
hidrossoluvel, ocorrera o oposto, resultando numa liberagdo mais rapida (ALLEN JR;
POPOVICH; ANSEL, 2013; FERREIRA, 2011).

A composicao das bases interfere em propriedades importantes como faixa do
ponto de fusao e o valor de hidroxila, que devem ser selecionados para o supositério
de acordo com as caracteristicas farmaco e agao pretendida.

O ponto de fusédo ideal deve variar em torno da temperatura retal, de 36 a 37°C,
para obter o tempo de liberagao ideal do farmaco com efeito sistémico. Bases com
baixo ponto de fusdo, menor que 35°C, sdo indicadas para farmacos com agao local
no reto, pois a liberagcado do farmaco pode ser insuficiente (JANNIN et al., 2014; HAAS;
WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

Enquanto as bases com alto ponto de fusdo, superior a 37,5°C, s&o indicadas

para IFA que reduz o seu ponto de fusdo e para farmacos antipiréticos que serao
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usados em pacientes com temperatura corporal elevada. Contudo, ndo é muito
comum o seu emprego devido ao maior tempo para liberagdo do farmaco porque o
supositorio leva mais tempo para derreter totalmente em paciente com temperatura
corporal normal (JANNIN et al., 2014; HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

O valor de hidroxila é definido pela propor¢cdo de glicerdis presentes nos
glicerideos que compde a base. Base com valor de hidroxila mais alto apresenta maior
elasticidade, diminuindo o risco de fratura durante o resfriamento, e maior viscosidade,
aumentando a estabilidade do farmaco na base fundida. Enquanto a base com valor
de hidroxila mais baixo posui menor quantidade de grupos hidroxila livre e por isso a
interacao com a base € menor, sendo interessante seu uso em farmacos que possuem
acido livre ja que tem interfere diretamente na liberagao do farmaco da base (JANNIN
et al., 2014; HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

Na composicao de supositérios, deve ser evitado o uso de excipientes irritantes
ou vesicantes. Pode ser adicionado tensoativo no supositorio para modificar a
temperatura de fusdo e a interagdo com a agua. No entanto, deve ser utilizado com
cautela, pois podem aumentar a taxa de absorgao do farmaco ou reduzir a atividade
terapéutica por interagir com o IFA (USP, 2021).

Os supositorios podem ser preparados por fusdo seguida de moldagem,
compressao ou rolamento e moldagem manual. O método por moldagem é o mais
utilizado, sendo o preparo baseado nas etapas de derretimento da base, incorporagao
do farmaco, colocacao do material no molde, resfriamento da base e solidificagdo do
supositério. O método por compressido € para producao industrial através de uma
maquina que for¢a a mistura da base e farmaco para dentro do molde (ALLEN JR;
POPOVICH; ANSEL, 2013; FERREIRA, 2011).

No preparo do supositorio, € necessario que seja incluida uma quantidade
excedente da formulagdo total para permitir que a quantidade prescrita seja
dispensada com precisdo. E importante que os ingredientes sélidos estejam reduzidos
ao menor tamanho de particula possivel, a fim de minimizar a abrasdo das membranas
retais (USP, 2021). Os supositorios devem ser embalados individualmente em papel
aluminio, acondicionados em frasco hermeticamente fechado e armazenados abaixo
de 30°C, preferencialmente em refrigerador (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013;
FERREIRA, 2011).
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1.5 Analise farmacéutica

Para desenvolvimento de qualquer medicamento €& fundamental utilizar
metodologias que garantam a qualidade da formulagdo. Nesse cenario, os testes de
doseamento e dissolugédo sao de extrema importancia, pois o primeiro garante a dose
correta que sera administrada em um paciente e o segundo € um ensaio de
performance que garante que o farmaco vai ser liberado da forma farmacéutica para

poder ser absorvido e assim realizar a sua agao farmacoldgica.

1.5.1 Meétodo de doseamento

O teste de doseamento é de fundamental importancia no controle de qualidade
de qualquer formulagao farmacéutica, uma vez que ele é o responsavel por atestar se
a dose do ingrediente farmacéutico ativo (IFA) esta correta. Com a globalizagdo do
mercado de medicamentos, as questdes relacionadas a seguranga dos medicamentos
viraram questao de honra. Nesse contexto, os ensaios de doseamento e pureza se
tornaram obrigatérios (GIL, 2010; GOROG, 2005; 2008; MISIUK, 2010). E o
desenvolvimento de métodos fundamental, com a devida validacdo (BRASIL, 2021b).

Atualmente ha diversas técnicas analiticas na literatura que permitem a
quantificacdo, ou seja, o doseamento de IFAs em diferentes formulagdes
farmacéuticas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), traducao do inglés
High Performance Liquid Chromatography (HPLC), € a mais empregada no mundo,
sendo a principal nas farmacopeias, principalmente por ser seletiva, rapida e
informativa (MISIUK, 2010; NIKOLIN et al., 2004). Atualmente a cromatografia liquida
€ responsavel por mais de 50 % dos métodos descritos, sendo o restante dividido em
10% para cromatografia gasosa, 5 % para cromatografia em camada fina, 10 % para

a espectrofotometria UV e o restante para métodos eletroanaliticos (MISIUK, 2010).

1.5.1.1  Cromatografia liquida de alta eficiéncia

E definida como um método fisico-quimico de separacdo de compostos
presentes em uma mistura entre duas fases imisciveis, a fase movel (liquida) e a fase

estacionaria (solida) contida em uma coluna cilindrica, nomeada como coluna
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cromatografica. A separagao ocorre devido a afinidade quimica e a interagéo entre os
compostos da amostra com as fases estacionaria e movel (COLLINS, 2006; FB, 2019).

O sistema cromatografico € basicamente composto por bombas, injetor,
detector, reservatério para fase movel e sistema de processamento de dados,
conforme demonstrado na figura 10 (LANCAS et al., 2009).

Figura 10 — Esquema de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Detector

™ m—>5Solventes

ALY \
Bombas Injetor

Fonte: (LANCAS et al., 2009).

A fase movel é impulsionada por uma bomba de alta pressdo em diregdo a
coluna. Simultaneamente, o injetor introduz a amostra no sistema, a misturando com
a fase movel, sendo carreada até a coluna, onde ocorre a separagdao dos
componentes da amostra por diferentes processos. Os componentes separados
seguem para o detector, que acusa a presenca da substancia de interesse gerando
um sinal (pico), e esse sinal gerado pelo detector sera captado por um software
especifico instalado no computador, gerando um cromatograma que revela a variagéo
do sinal do detector em fungéo do tempo de analise (LANCAS et al., 2009).

A separagao pode ser baseada em particdo, adsorcao, troca ibnica, exclusao,
ou ainda pelo tamanho e interacbes estereoquimicas da molécula. Diversos fatores
quimicos e fisico-quimicos influenciam na separacao cromatografica e podem variar
conforme as caracteristicas das substancias a serem analisadas, da composicao e
fluxo da fase movel e da composicao e area superficial da fase estacionaria e coluna
cromatografica. A maior parte das analises farmacéuticas é realizada pelo método de
separacgao por particdo, sendo a polaridade da fase mével e a afinidade da substancia
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pela fase estacionaria que determinam o tempo de retengdo na coluna (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006; FB, 2019).

O sistema por particao € composto por fase estacionaria polar e fase mével
apolar é definido como cromatografia em fase normal, enquanto o oposto, fase mével
polar e fase estacionaria apolar, como cromatografia em fase reversa (CAS;
CASSIANO, 2015; FB, 2019).

A cromatografia em fase reversa, cuja fase estacionaria € composta por
organossilanos polimerizados com grupos alifaticos como C8 e C18, € o modo mais
utilizado devido a sua ampla diversidade de aplicagbes envolvendo moléculas de
diferentes tamanhos e hidrofobicidades (CAS; CASSIANO, 2015; FB, 2019)

A fase mével é composta por um solvente ou mistura de solventes, responsavel
pela eluicdo da amostra, cuja composi¢cao é definida na monografia individual do
produto, sendo imprescindivel que o reagente e/ou solvente empregados tenham
elevado grau de pureza. Pode ser isocratica quando a composi¢cado dos solventes é
constante ou gradiente, quando a composicdo € modificada continuamente. A
retencdo das substancias é afetada pelo pH, pela forca ibnica e por outras
modificagdes na composicao da fase movel (FB, 2019; USP, 2021).

Diversos tipos de detectores podem ser acoplados ao sistema de cromatografia
liquida. Os primeiros detectores disponiveis comercialmente foram os detectores de
luz ultravioleta e visivel (UV/VIS), cuja detecgdo é baseada na absor¢cdo de
determinado comprimento de onda, sendo ainda muito utilizado. Ha também os
detectores de indice de refracdo, os detectores de fluorescéncia, os detectores
eletroquimicos e os detectores baseados na espectrometria de massas (FANALI et
al., 2013).

Os parametros cromatograficos, como comprimento e o didmetro interno da
coluna, o tipo e o tamanho das particulas da fase estacionaria, a temperatura de
operagao, a composi¢cao e a vazao da fase movel, volume de injecdo e o tipo de
deteccdo sdo descritos nas monografias individuais e possuem limitagdes para
variagao para alguns deles (FB, 2019).

O HPLC é considerado uma técnica precisa utilizada para detectar, separar,
identificar e determinar quantitativamente as substancias ativas presentes no

medicamento e IFA, bem como também é usado em estudos de dissolugdo para
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avaliar a disponibilidade e liberacao do farmaco na formulacao testada. E por isso é
uma das técnicas mais utilizadas no controle de qualidade de medicamentos
medicamento e IFAs (GOROG, 2005; MISIUK, 2010; NIKOLIN et al., 2004).

1.5.2 Dissolucao

A dissolugao é o processo pelo qual o IFA no estado sdlido é liberado de sua
forma farmacéutica para a forma soluvel, tornando-se disponivel para absorgao
sistémica (ABDOU, 1995). O ensaio de dissolucdo consiste em um teste fisico-
quimico para demonstrar in vitro o desempenho de produtos que necessitam de
dissolugao para serem absorvidos e exercerem seu efeito terapéutico (CHORILLI et
al., 2010).

A dissolucao é uma ferramenta indispensavel para o desenvolvimento de
formulacao e controle de qualidade por ser uma forma de prever o comportamento de
liberagcdo do farmaco in vivo das formas farmacéuticas e estabelecer correlagao in
vitro/in vivo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). No controle de qualidade os testes
usualmente empregados como identificacdo, doseamento, pureza e substancias
relacionadas ndo sdo capazes de assegurar a eficacia clinica do medicamento
(JAMZAD; FASSIHI, 2006).

O ensaio de dissolugao deve ser realizado de acordo com o especificado na
monografia individual do produto (FB, 2019). Mas, pode ser desenvolvida uma
metodologia caso ndo exista método descrito na Farmacopeia Brasileira ou nos
compéndios oficiais reconhecidos. Todavia, o0 método devera demonstrar a sua
adequabilidade para o produto em estudo e comprovar seu poder discriminativo, ou
seja, capaz de detectar alteracbes que possam afetar o desempenho do medicamento
in vivo (ANVISA, 2021; JAMZAD; FASSIHI, 2006).

O desenvolvimento adequado do método de dissolucdo possui diversos
objetivos como prever a biodisponibilidade do produto, indicar semelhanca entre o
medicamento genérico/similar e o medicamento referéncia, isentar as demais
dosagens de estudo de bioequivaléncia, detectar mudangas durante os estudos de
estabilidade do medicamento, avaliar a consisténcia e reprodutibilidade dentro de um

mesmo lote e entre lotes e avaliar os possiveis impactos in vivo decorrentes de
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mudancga poés-registro (ANVISA, 2021; BRASIL, 2010, 2011; SIEWERT et al., 2003;
STORPIRTIS; CONSIGLIERI, 1995).

O método desenvolvido precisa definir, para que seja reprodutivel, as
caracteristicas do IFA, escolha do meio de dissolugao, do aparato de dissolugéo e
suas condigdes, como procedimento de amostragem, tempo, rotagdo e temperatura
(ANVISA, 2021). E fundamental que as condigdes do meio de dissolugdo sejam as
mais proximas das condicoes fisioldgica, para que os resultados obtidos in vitro sejam
préximos ao desempenho in vivo (ANVISA, 2021).

A escolha do meio de dissolugdo deve entdo se basear na solubilidade do
farmaco em relacao a dose, e se possivel, que alcance a condi¢ao sink, definida pelo
Guia de dissolugdo da Anvisa como “no minimo trés vezes o volume de meio
necessario para se obter uma solugao saturada do IFA, considerando a maior dose
comercializada” (ANVISA, 2021).

A FDA recomenda para aumentar a solubilidade de farmacos com baixa
solubilidade em agua a adigdo de tensoativos, para obter a condi¢cdo sink, como
polissorbatos e lauril sulfato de sbédio até o limite de 5% (p/v) em solugbes
tamponadas, para que nao ocorra diminuicdo do poder discriminativo do método
(ANVISA, 2021; BROWN et al., 2004; FDA, 1997b).

A escolha do volume do meio de dissolucdo vai depender da solubilidade do
IFA e capacidade de manter a condicao sink, que pode nao ser atendida, desde que
0 método comprove sua capacidade discriminativa (ANVISA, 2021; USP, 2021). Os
volumes mais usuais sao 500, 900 e 1000 mL, mas IFAs de alta poténcia e baixa
dosagem podem utilizar volumes menores e inclusive utilizar aparatos nao descritos
nos compéndios oficiais, com a devida comprovagao (ANVISA, 2021; BROWN et al.,
2004).

1.5.2.1 Aparato de dissolugéo

A escolha do aparato deve ser feita de acordo com as caracteristicas do
farmaco e sua forma farmacéutica. Os critérios de aceitagdao variam conforme o tipo
de liberagao da forma farmacéutica (ANVISA, 2021). A edigao atual da Farmacopeia
Brasileira (2019) descreve trés métodos/ aparatos:
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e Aparato 1 (cesta): € empregado para formas farmacéuticas sélidas orais de
liberacdo imediata, prolongada e retardada. Especialmente util para capsulas e
comprimidos de baixa densidade que tendem a flutuar quando em contato com o meio,
mantendo-os imersos no fundo da cuba. A velocidade de agitagdo pode variar de 50
a 100 rotagdes por minuto (rpm) (ANVISA, 2021; FB, 2019; FDA, 1997a;
MARCOLONGO, 2003; SIEWERT et al., 2003; USP, 2021).

e Aparato 2 (pa): utilizado principalmente para formas farmacéuticas sélidas orais,
como capsulas e comprimidos. Pode ser necessario recorrer ao emprego de ancoras
para evitar a flutuacdo de formas farmacéuticas com baixa densidade e a adeséo de
capsulas na parede cuba possibilitando um melhor contato com o0 meio de dissolucéao.
A velocidade de agitagao de 25 a 100 rpm (ANVISA, 2021; FB, 2019; FDA, 1997a;
MARCOLONGO, 2003; SIEWERT et al., 2003; USP, 2021).

e Aparato 3 (cilindros alternantes): utilizada para formas farmacéuticas soélidas orais
de liberacdo imediata, prolongada e especialmente util para forma modificada, onde

sdo empregadas na dissolugao diversas faixas de pH (FB, 2019; USP, 2021).
A USP descreve sete métodos/ aparatos, além dos trés supracitados, sendo:

e Aparato 4 (célula de fluxo): sistema que pode ser utilizado para praticamente todas
as formas farmacéuticas, como orais, supositérios e 6vulos vaginais. E também
indicado quando € necessaria alteracdo do pH do meio e para IFAs pouco soluveis
em agua ou com rapida degradagéo. Nao sendo indicado apenas para gomas de
mascar e adesivos transdérmicos (USP, 2021).

e Aparato 5 (pa sobre disco): utilizado para ensaios de dissolugdo de adesivos
transdérmicos, pomadas, emulsées e alguns comprimidos e capsulas que flutuem. E
uma adaptagao do aparato 2 (USP, 2021).

e Aparato 6 (cilindro rotatério): utilizado para ensaios de dissolugdo de adesivos
transdérmicos. E uma modificagdo do aparato 1 (USP, 2021).

e Aparato 7 (disco alternante): utilizado para dissolugéo de adesivos transdérmicos e
para estudos de pH (USP, 2021).
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1.5.2.2 Controle de qualidade de supositorios

Os testes de controle de qualidade sao realizados para avaliar o desempenho
do medicamento e fornecer garantias de qualidade lote a lote, reprodutibilidade e
confiabilidade (USP, 2021).

A USP inclui no controle de qualidade da forma farmacéutica de supositério os
testes fisico-quimicos: aspecto, desintegragado, dissolugdo, doseamento, faixa ou
ponto de fusdo, forgca mecanica, identificagdo, uniformidade de conteudo,
uniformidade de peso, teor de agua, tempo de liquefagdo e tempo de
fusdo/solidificacao (USP, 2021).

Na Farmacopeia Brasileira, em métodos gerais, ha somente descricdao dos
ensaios de peso médio, desintegragao, uniformidade de doses unitarias e ensaios
microbiolégicos (FB, 2019).

Atualmente na FB, existem 3 monografias oficiais para farmacos sob a forma
farmacéutica de supositério. Na USP ha 12 monografias e na Farmacopeia Japonesa
(JP), ha 3 monografias. Enquanto nas Farmacopeias Europeia (Ph. Eur.) e
Internacional (Ph. Int.) ndo existem monografias especificas para esse tipo de
formulagao (FB, 2019; JP, 2016; Ph. Eur., 2019; Ph. Int., 2020; USP, 2021).

Nas monografias de supositérios das Farmacopeias supracitas ha descrigao de
diferentes metodologias para ensaio de doseamento. Mas, para o ensaio de
dissolugéo, ha somente uma unica monografia na USP descrevendo metodologia com
os parametros de disolu¢do (FB, 2019; JP, 2016; Ph. Eur., 2019; Ph. Int., 2020; USP,
2021).

A Farmacopeia Brasileira ndo descreve no método geral de dissolugéo os
aparatos que podem ser usados para essa forma farmacéutica (FB, 2019). Ao passo
que a USP (2021) indica que o teste de dissolugado de supositérios hidrofilicos seja
realizado em dissolutor com os aparatos pa ou cesta. E que os supositorios lipofilicos,
devem ser preferencialmente submetidos ao aparato célula de fluxo, para evitar a
interferéncia analitica dos glébulos de éleo (USP, 2021).

As Farmacopeias Europeia e Japonesa indicam consulta a USP, porque o
método geral de dissolugdo € harmonizado entre essas farmacopeias (JP, 2016; Ph.
Eur., 2019).
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Shohin e colaboradores (2016), relatam em seu trabalho a dificuldade de
encontrar métodos na base de dados do FDA para dissolugao de supositérios e outras
formas farmacéuticas que nao sejam capsulas e comprimidos. A USP mesmo
indicando alguns paréametros de dissolugao para o ensaio com supositorios, ressalta
que a selecdo do método dependera da natureza da formulacéo e reconhece que ha
na literatura diversos métodos alternativos, com maior ocorréncia de adapta¢des dos
aparatos 1 e 2 devido a baixa disponibilidade do aparato de célula de fluxo (MEDINA
et al.,2014, USP, 2021). Como por exemplo, a pa adaptada com tela e fio ou a cesta
desenvolvida por Palmieri com dimensdes e malha apropriada para esta forma
farmacéutica (DUNN et al.,1996; PALMIERI, 1981; SIEWERT et al., 2003).

A dificuldade de encontrar um método padrdo para testar a liberagcdo dos
supositérios se deve a sua composi¢cdo, que vai determinar o processo de
derretimento e liberagdo do farmaco da base do supositério no meio de dissolugéao.
Em bases hidrofilicas, os supositorios se dissolvem nos fluidos retais, ao invés de
derreter, e liberam o farmaco no préprio fluido. Enquanto nas bases lipofilicas, os
supositorios se derretem primeiro na cavidade retal para entéo liberar o farmaco no
reto, que dependendo das caracteristicas do farmaco pode se dissolver
completamente ou ficar dividido entre a base e o fluido retal (AZARMI; ROA,;
LOBENBERG, 2006; SIEWERT et al., 2003).

O ensaio de dissolugdo € uma exigéncia regulatéria relativamente recente o
que justifica a escassez de dados referentes a esse ensaio (ALLEN, 2007). Na falta
de metodologia definida em compédios oficiais torna-se necessario que o fabricante
do supositério desenvolva a metodologia de dissolugao para auxiliar na selecéo dos
protétipos e no seu controle de qualidade (NICOARA et al., 2015). Além disso, o
ensaio de dissolugao é uma importante ferramenta para avaliagao in vitro da liberacao
da substancia ativa e também para auxiliar no desenvolvimento da formulacao, avaliar
sua estabilidade e observar a dureza e transi¢cao polimorfica de seus componentes
(JANICKI et al. 2001; Ph. Eur., 2019).

No desenvolvimento do método de dissolugao para supositorios € necessario
que o teste seja conduzido em condigdes semelhantes as condigdes fisioldgicas de
administracdo da forma farmacéutica, de aproximadamente 37 °C, e por isso €&

importante que a faixa do ponto de fusdo da base que compde o supositorio seja
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proxima a essa temperatura,mas pode ser ligeiramente acima em casos de
supositorios de farmacos antitérmicos, por exemplo (SIEWERT et al., 2003).

O teste deve ser preferencialmente realizado em condigdes sink, para simular
a absorcao pela membrana retal, porém, volumes que nao atendam a condi¢ao sink
podem ser utilizados desde que seja comprovado a capacidade discriminativa do
método. Deve ser levado em consideragdo que a membrana retal reduz
continuamente a concentragao do farmaco nos liquidos e desta forma, o uso de menor
volume de dissolugao aumenta a sensibilidade do método, sobretudo para farmacos
com baixa dose (ANVISA, 2021; SHOHIN et al., 2016; SIEWERT et al., 2003).

Deve ser utilizado tampao no intervalo de pH 7 a 8, visto que n&o ha fluido retal
simulado comercial para simular a dissolugao in vivo (JANNIN et al., 2014; SIEWERT
et al., 2003). Para bases lipofilicas é indicado a adigdo de tensoativo no meio de
disolugcao para que a gordura da base fique dispersa em pequenas goticulas e nao
ocorra separagao de fases que pode ocasionar acumulo de gordura sob a pa ou na
malha da cesta (ALLEN, 2007).

1.5.3 Validacéo

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2019) os métodos analiticos utilizados para
avaliar a qualidade de medicamentos devem ser, preferencialmente, da Farmacopeia
Brasileira, descritos na monografia individual do medicamento. Na auséncia de
monografia oficial, podem ser utilizadas monografias de outras farmacopeias
autorizadas, conforme descrito na RDC n° 511/2021 (BRASIL, 2021a).

Na auséncia de monografia nas farmacopeias autorizadas, o ensaio do
medicamento deve ser realizado utilizando método analitico validado conforme a
legislacéo vigente, de forma complementar aos ensaios descritos nos métodos gerais
da Farmacopeia Brasileira (FB, 2019).

Os critérios para a validagdo de métodos analiticos no Brasil sdo definidos pela
Resolu¢cdo-RDC n° 166 de 24 de julho de 2017 da Anvisa, sendo aplicada a todos os
métodos analiticos empregados em medicamentos, insumos farmacéuticos e
produtos bioldgicos em todas as fases de produgdo. Os parametros e critérios de

aceitacao sao definidos de acordo com as caracteristicas da substancia de interesse
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e da natureza do método. A validagdo € definida no artigo 3 da Resolugdo como
“Avaliacio sistematica de um método por meio de ensaios experimentais de modo a
confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os requisitos especificos para seu
uso pretendido sédo atendidos” (BRASIL, 2017).

Deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade,
exatidao, limite de quantificagdo e detecgdo adequados a analise (BRASIL, 2017). A
validacdo deve demonstrar que o método analitico possui resultados confiaveis e é
adequado a finalidade que se destina, assegurando a confiabilidade dos resultados

de que atende aos critérios de forma documentada (FB, 2019).

1.5.4 Supositério de misoprostol

Considerando que a OMS afirma que mortalidade materna, por causas
evitaveis como a hemorragia pds-parto, é uma violagado dos direitos humanos das
mulheres (OPAS, 2018a). E que o Brasil se encontra atualmente diante de um desafio
de saude publica, se comprometendo com a ONU em reduzir os altos indices de
mortalidade materna até 2030 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a; ONU, 2018), se faz
urgente, portanto, o investimento em agbes com foco na saude da mulher
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

A conjuntura aponta que ha uma necessidade mundial de medicamentos
uterotdnicos para uso em prevencéo e tratamento de HPP. O misoprostol é fortemente
recomendado baseado em estudos que comprovam sua eficacia em todo o mundo a
partir do seu uso pelas vias de administracdo sublingual, vaginal ou retal
(FEBRASGO, 2010; FIGO, 2012; WHO, 2012, 2018).

O presente trabalho objetiva o desenvolvimento de uma formulagdo de
misoprostol sob a forma farmacéutica de supositério a fim de atender a terapia e via
de administracdo ja estabelecido, sendo o supositorio interessante por nao ser
antagonizado pelo fluxo hemorragico, por ter rapido inicio de acao, desejavel para a
sua finalidade, e por possivelmente proporcionar menor desconforto nas pacientes ao
administrar somente uma unidade do medicamente para alcancar a dose
(FEBRASGO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2009b; MORRIS et al., 2017; OPAS,
2018b; TANG; GEMZELL-DANIELSSON; HO, 2007).
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Como a garantia da qualidade, segurancga e eficacia do medicamento é tao
importante quanto desenvolvimento do protétipo, se faz necessario o desenvolvimento
de metodologia simples e com baixo custo para dissolugéo, detecg¢ao e quantificacéo
de misoprostol na forma farmacéutica de supositério. A fim de empregar futuramente
no controle de qualidade e dar suporte ao desenvolvimento do protétipo. Métodos
estes validados, conforme o preconizado pela Anvisa, para comprovar a confiabilidade
dos resultados obtidos.

Pretende-se levantar a discussao sobre a importancia do uso de misoprostol,
dar suporte para sua inclusdo no SUS e ampliar o acesso ao tratamento e prevencao
da HPP, auxiliando o pais a atingir a meta firmada com a ONU e a cumprir os preceitos
da politica nacional de medicamentos do Ministério da Saude que preza pela
qualidade, seguranga e eficacia do medicamento e acesso de todos aos farmacos
considerados essenciais (BRASIL, 1998b, 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

O presente trabalho esta inserido no projeto Sbox do CDTS em parceria com as
unidades da Fiocruz, como o Servigo de equivaléncia e farmacocinética (SEFAR) da
Vice-presidéncia de produgdo e inovagcdao em saude (VPPIS) e Laboratério de
Farmacotécnica Experimental (LabFE) de Farmanguinhos e a Maternidade Escola da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O projeto objetiva o desenvolvimento de um protétipo de supositério de

misoprotol e metodologias analiticas que deem suporte ao seu controle de qualidade.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver uma formulacdo farmacéutica adequada a via retal sob a forma de
supositérios contendo misoprostol, em dose e composi¢cdo de bases que serao
testadas de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco;

e Desenvolver metodoiogia analitica de doseamento para o supositério de
misoprostol por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Desenvolver método de dissolu¢ao adequado a formulacao proposta;

e Validar os métodos desenvolvidos conforme RDC n°® 166/2017;

e Comparar a formulagcao desenvolvida com a forma farmacéutica de referéncia
(comprimido vaginal) disponivel no mercado, a fim de verificar a liberacao retal do

farmaco.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos e Instrumentos

Balancga analitica Shimadzu - Modelo AUW-220-D;

Balancga analitica Sartorius - Modelo ME 235-S;

Balancga de precisdo Shimadzu - Modelo UX6200 H;

Banho de ultrassom Laborglas - Modelo LGI-LUC-240;
Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia VWR Hitach i- Modelo LaChrom Elite;
Cabine de fluxo laminar Pachane - Modelo PA640;

Cabine de pesagem com exaustéo interna e filtro HEPA - Fabricado sob
encomenda;

Centrifuga Sanyo - Modelo Harrier 15/80;

Disssolutor acoplado a amostrador Vankel — Modelo VK 7010;
Incubadora orbital SOLAB - Modelo SL-222;

Pipeta automatica 10 - 100 pL Gilson - Modelo Pipetman;

Pipeta automatica 20 - 200 uL Gilson - Modelo Pipetman;

Pipeta automatica 100 - 1000 uL CE - Modelo Labtex;

Pipeta automatica 500 - 5000 uL Brand- Modelo Transferpette S;
Pipeta automatica 1 - 10 mL Eppendorf - Modelo Research Plus;
Pipeta automatica 2 - 2000 pL Rainin - Modelo L-2000 XLS+;
pHmetro Mettler-Toledo - Modelo Seven Compact S220;

Placa de aquecimento e agitagao Corning - Modelo PC-420;
Placa de aquecimento e agitagao Fisatom - Modelo 752A;

Placa de aquecimento e agitacdo Marconi — Modelo MAQ085;
Refrigerador Consul - Modelo CRC12ABANA 10;

Sistema de purificacao de agua Millipore - Modelo Integral 10;
Termbmetro de contato Inconterm - Modelo 30.1040;

Vértex LGI Scientific - Modelo LGI-VO-MXS.
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3.1.2 Reagentes

Acetonitrila HPLC (J T Baker);

Acetonitrila HPLC (Merck);

Acetonitrila HPLC (Tedia);

Acido fosférico PA ACS (Biograde);

Acido fosférico PA ACS (Vetec);

Agua purificada tipo 1 (Milli-Q Integral 10);

Fosfato de potassio monobasico ACS (Scharlab);

Fosfato de sédio monobasico monohidratado PA ACS (Anidrol);
Fosfato de sédio monobasico monohidratado PA ACS (JTBaker);
Hidréxido de sédio PA ACS (Biograde);

Isopropanol HPLC (Scharlab);

Isopropanol HPLC (Tedia);

Lauril sulfato de sodio PA (JTBaker);

Polissorbato 80 PA (Dinamica);

Tetrahidrofurano HPLC (Scharlab).

3.1.3 Produtos farmacéuticos e substancia quimica de referéncia (SQR)

Misoprostol substancia quimica de referéncia (SQR) adquirida no mercado
internacional, fabricado por USP, lote R091B0 e validade corrente;
Misoprostol-HPMC 1 % dispersao, fabricado e fornecido pela Everlight Chemical
Industrial Corporation, lote E0277507 e validade até 07/12/2020;
Misoprostol-HPMC 1 % disperséo, fabricado e fornecido pela Everlight Chemical
Industrial Corporation, lote E0278516 e validade até 29/05/2021;

HPMC, fabricado e fornecido pela Everlight Chemical Industrial Corporation, lote
N0668186 e validade até 19/01/2021;

Base Suppocire® CM, fabricado e fornecido pela Gattefossé, lote 17E0503 e
validade até 02/2021;

Base Suppocire® NA15, fabricado e fornecido pela Gattefossé, lote 18E1503 e
validade até 04/2021;



65

e Base Suppocire® AS2X, fabricado e fornecido pela Gattefossé, lote 17E2001 e
validade até 05/2021.

3.2 Meétodos

As atividades foram conduzidas no SEFAR e divididas nas seguintes etapas:

¢ Analise de identificagdo, doseamento e impurezas organicas na amostra de
misoprostol-HPMC 1 % dispersao, conforme descrito na monografia da USP 43;

¢ Desenvolvimento de formulagao de supositorio contendo misoprostol;

¢ Desenvolvimento de metodologia analitica para dosagem do supositério de
misoprostol por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

¢ Desenvolvimento de metodologia de dissolugdo para avaliagdo do desempenho
da formulacéao proposta;

e Validagcao dos métodos desenvolvidos conforme legislagcao vigente;

e Realizacao das analises de doseamento e uniformidade de conteudo com o
método desenvolvido;

¢ Realizacdo do ensaio de perfil de dissolugdo, com o método desenvolvido, com

0 supositério de misoprostol e com a forma farmacéutica de referéncia.

Conforme ja mencionado o misoprostol é comercializado na sua forma pura e
em uma dispersdo em HPMC a 1 %. Em virtude da estabilidade do misoprostol, optou-
se por utilizar a dispersao em HPMC, por ser um pd, que propicia maior precisao na
dosagem e na manipulagcdo das formas farmacéuticas, além de apresentar maior
estabilidade. Desta forma, o projeto contou com a colaboracéo da empresa Everlight
Chemical Industrial Corporation que cedeu a dispersao em HPMC de misoprostol a 1
% e o HPMC puro para o desenvolvimento das metodologias analiticas.

Como a proposta deste trabalho é desenvolver um medicamento na forma
farmacéutica de supositorio, o projeto contou com a parceria e conhecimento da
empresa Gafttefossé, que de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do
misoprostol indicou o emprego de trés bases lipofilicas da linha Suppocire® com
diferentes composic¢oes, que foram testados para selecionar a base mais adequada
para a formulagcdo. As caracteristicas dos tipos de bases disponibilizadas estédo

descritas no quadro 2.
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Quadro 2 — Tipos de bases da Gattefossé da linha Suppocire® disponibilizadas.

= PONTO DE VALORDE HIDROXILA
BASE COMPOSICAO FUSAO (°C) (mg KOH/g)
cM Esteres mo'nq, di e triglicerideos 356 - 39,6 <10
de acidos graxos

Esteres mono, di e triglicerideos
NA15 de acidos graxos 33,5-355 5-15

Esteres mono, di e triglicerideos
AS2X de acidos graxos e polissorbato 35,0-36,5 15-25

Fonte: (GATTEFFOSE, 2019).
3.2.1 Analise da dispersido de misoprostol-HPMC 1 %

Os dois lotes disponiveis de dispersdo de misoprostol-HPMC 1 % foram
analisados para verificar se estavam aptos para serem empregados nas formulagdes
conforme sua monografia descrita na USP 43. Foram realizados os ensaios de
identificacdo, doseamento e impurezas organicas. A metodologia é igual para os trés
ensaios, com alteragdes apenas no preparo das solucdes de SQRs e no ensaio de

impurezas organicas, conforme apresentado no item 3.2.1.4.

3.2.1.1 Solugbes para analise da disperséo de misoprostol-HPMC 1 %

Abaixo estao descritos o preparo das solugdes utilizadas para a analise da
dispersao de misoprostol-HPMC 1 %.
a) Tampao fosfato pH 3,0: Pesou-se 1,36 g de fosfato de potassio monobasico para
baldo volumétrico de 1000 mL, adicionou-se 700 mL de agua purificada e agitou-se
até dissolugdo. Em seguida, o pH da solugao foi ajustado para 3,0 + 0,1 com acido
fosforico, o volume foi completado para 1000 mL com agua purificada e a solugao foi
homogeneizada;
b) Fase mével - isopropanol/ tampao pH 3,0 (27:73, v/v): Em capela de exaustao, foi
transferido separadamente, para recipiente adequado com tampa, 270 mL de
isopropanol previamente filtrado e 730 mL da solugcédo tampao pH 3,0. A solugao foi
homogeneizada e desgaseificada;
c) Solugao diluente - alcool isopropilico/ agua (27:73, v/v): Em capela de exaustao, foi
transferido separadamente 270 mL de isopropanol previamente filtrado e 730 mL de

agua purificada para frasco, seguido de homogeneizagao.
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3.2.1.2 Parédmetros cromatograficos para analise da dispersdo de misoprostol-
HPMC 1 %

Os parametros cromatograficos empregados para analise da dispersdo de
misoprostol-HPMC 1 % foram:
a) Coluna: ACE - C8,15cm x4,6 mme 5 um;
b) Comprimento de onda: 205 nm;
c) Temperatura do forno: 50 + 2°C;
d) Temperatura do amostrador: 2 a 8 °C;
e) Fluxo: 1,5 mL/min;

f) Volume de injecdo: 70 L.

Todas as analises cromatograficas foram realizadas apds equilibrar o sistema
cromatografico, por aproximadamente 30 minutos, e condicionar a coluna com a fase
movel. No inicio de cada sequéncia de injegao, foi injetado ao menos um vial de
amostra de branco, contendo o solvente/ solucao diluente da amostra para avaliar se
ha a presenca de picos interferentes que comprometam a seletividade do método.

Foram realizadas cinco inje¢des da solugao de misoprostol SQR1 e trés
vezes a solugdo SQR2, sendo calculado o desvio padrao relativo (DPR) para cada
solucao, que deve ser inferior a 2 %. Enquanto a relacio entre as respostas
(area/massa) das solugdes SQR1 e 2 deve estar entre 98 e 102 %. As amostras

foram injetadas em duplicata.

3.2.1.3  Preparo das amostras para analise da dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %

As solugdes amostras de misoprostol-HPMC 1 % dispersao foram preparadas
de acordo com o descrito na figura 11, com a concentracao final de 0,14 mg/mL. Para
essa analise foi importante também fazer a avaliagdo do HPMC empregado na
disperséo, sendo preparado da mesma forma que a amostra (figura 11), substituindo

a dispersao de misoprostol-HPMC 1 % pela dispersao de HPMC.
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Figura 11 — Fluxograma com o demonstrativo do preparo das amostras de dispersao de misoprostol.

Pesar em duplicata o equivalente a 350 mg de
Misoprostol-HPMC 1% dispersé&o, equivalente a
3,5 mg de Misoprostol

Transferir para os respectivos balbes
volumétricos de 25 mL,

Adicionar 6,25 mL de isopropanol e agitar para
dispersar o solido

Colocar a solugdo em um banho de gelo por 10
minutos

Retirar do banho de gelo, adicionar 17 mL de
agua resfriada e agitar

Levar ao ultrassom por 10 minutos em
temperatura controlada inferior a 20°C.

Equilibrar a temperatura ambiente, completar o
volume com agua e esfriar imediatamente a
solucao a 5°C

Filtrar em membrana RC de 0,45 um e transferir
para vial

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
3.2.1.4 Preparo da SQR para analise da dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %

As solugdes SQRs foram preparadas em duplicata, onde a segunda é a solugao
de confirmagao. O preparo da solugdo SQR foi dividido em duas etapas:
a) Solugao estoque: pesou-se 6,8 mg de misoprostol SQR para balao volumétrico de
10 mL, dissolveu e completou-se o volume com isopropanol (concentracao final de
0,68 mg/mL);
b) Solugdo SQR: foi transferido 1 mL da solu¢ao estoque para baldo volumétrico de 5
mL e completou-se o volume com agua. A amostra foi filtrada em filtro seringa RC de
0,45 pym (concentracdo final de 0,14 mg/mL);
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Para o ensaio de impurezas orgéanicas foi necessario o preparo das solug¢des
SQR diluida e de sensibilidade, conforme o descrito abaixo:
a) SQR diluida: a partir da solugdo SQR (0,14 mg/mL), foi transferido 0,5 mL para
baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com solug¢ao diluente. Filtrando
em filtro seringa RC de 0,45 ym (concentragéo final de 7 pyg/mL);
b) Solucao de sensibilidade: transferiu-se 1 mL da solugéo diluida da SQR para balao
volumétrico de 5 mL e completou o volume com solugao diluente. Filtrando em filtro

seringa RC de 0,45 ym (concentragéo final de 1,4 ug/mL).

3.2.2 Desenvolvimento e producéo de supositérios

Os protoétipos de supositérios foram produzidos conforme a RDC n° 67/2007,
que dispbe sobre as boas praticas de manipulagao (BRASIL, 2007b) e baseada no
protocolo elaborado pelo LabFE, sendo descrito as massas dos ativos a serem
pesados, a técnica de manipulagdo de moldagem por enchimento e o uso do molde
de silicone (figura 12) devido a maior facilidade de manuseio e limpeza, por nao
necessitar de lubrificagdo, por proporcionar menor ocorréncia de quebras das

unidades.

Figura 12 — Aspecto visual do molde de silicone de supositério adulto.

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

O supositério de tamanho adulto possui peso médio de 2 a 2,3 g (HAAS;
WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015; FERREIRA, 2011; USP, 2021).
Devido a disponibilidade do farmaco de misoprostol ser de 1 % disperso em

HPMC, a massa pesada foi 100 vezes maior que o valor da dose e nao foi necessario
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realizar a determinacédo do fator de deslocamento, devido ao baixo quantitativo do
farmaco no supositorio, menor do que 100 mg (FERREIRA, 2011).

Durante o desenvolvimento, diversas temperaturas foram testadas para o
derretimento das bases. Tendo inicio em banho de aquecimento a 37°C, a fim de
mimetizar a temperatura retal, sendo aumentado de forma gradual até alcangar a
temperatura que contemplasse a faixa de fusdo dos trés tipos de bases disponiveis,
sendo selecionada a temperatura de + 40°C, que esta dentro do recomendado pela
literatura e pelo fabricante das bases (GATTEFFOSE, 2019; HAAS; WOERDENBAG;
SZNITOWSKA, 2015).

Os lotes de supositérios foram produzidos com os trés tipos de bases
disponiveis nas doses de 600 ug e 800 ug com a dispersao de misoprostol-HPMC 1%
e com HPMC, sendo produzidas em duas etapas com diferentes técnicas de
manipulagéo e calculos da massa de ativos descritas abaixo.

Apos a solidificacado, as unidades foram retiradas do molde e cada uma teve
seu aspecto inspecionado quanto a imperfeicdo na cor, no formato (presenca de
deformidade, estreito ou espesso em demasia) e aparéncia da superficie (se esta
uniforme, homogéneo, liso, brilhante, sem fissuras, sem gordura e sem depdsito de
ativo (ALLEN, 2007; USP 2021).

Na sequéncia, foram embaladas individualmente em papel aluminio e
armazenadas em frasco de polietileno hermeticamente fechado em refrigerador
(ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013; FERREIRA, 2011). O método geral esta

descrito no fluxograma (figura 13).



Figura 13 — Fluxograma do método geral de produgéo de supositorios.

Calibrar o molde de silicone

Pesar os ativos

Ajustar a temperatura do banho
de aquecimento (£ 40°C)

Derreter a base até se tornar um liquido
translacido

Adicionar a dispersfo de misoprostol-
HPMC 1% sob agitacio e homegeinizar

por 2 minutos

Retirar do aguecimento e deixar resfriar
por até 2 minutos sob agitacéo

Verter a formulacdo no molde de
silicone

Resfriar a formulagio em temperatura
ambiente por 30 minutos

Apds 15 minutos retirar o excesso de
massa sobre o molde com espatula

Colocar sob refrigeracado por mais 30
minutos

Apos solidificacio, remover do molde e
inspecionar o aspecto individualmente

Embalar as unidades em papel aluminio,

acondicionar em frasco de polietileno
hermeticamente fechado e identificar

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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3.2.2.1 Etapa 1 - Supositério de misoprostol 800 ug

Inicialmente, foi selecionada a dose maior recomendada pela literatura, de 800
Mg, para a produgao dos supositérios de misoprostol (FEBRASGO, 2010; FIGO, 2012;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009b; MORRIS et al., 2017; OPAS, 2018b).

O quantitativo das massas da base e do ativo a serem pesados para cada
unidade, estdo demonstrados no quadro 3, contendo o acréscimo de 10 % para perdas

e subtraindo da massa da base a massa do ativo (FERREIRA, 2011).

Quadro 3 — Massa de ativos por unidade de supositério da etapa 1 de produgao.

AMOSTRA MASSA (mg)

Base 2.200

Dispersao de

misoprostol-HPMC 1% 88

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Para o calculo, o valor da massa foi multiplicado pela quantidade de unidades
de cada lote, levando em consideragao a disponibilidade de moldes de silicone com

12 unidades cada.

3.2.2.2 Etapa 2 - Supositério de misoprostol 600 g

Nesta segunda etapa, foi selecionada a dose menor recomendada, de 600 ug,
para a produgao dos supositorios de misoprostol. Pois além de ser uma dose
preconizada na literatura, esta foi utilizada em estudo clinico realizado no SEFAR,
ainda nao publicado, onde administrou-se, por via retal, 3 comprimidos vaginais de
200 pg e foram obtidas concentragdes plasmaticas adequadas para tratamento de
hemorragia intrauterina (FEBRASGO, 2010; FIGO, 2012; MINISTERIO DA SAUDE,
2009b; MORRIS et al., 2017; OPAS, 2018b).

O quantitativo das massas da base e do ativo pesados para cada unidade,
estdo demonstrados no quadro 4, contendo o acréscimo de 15 % para perdas
conforme experiéncia prévia obtida com a formulagdo de 800 ug. Além disso, durante
as analises de desenvolvimento do método de doseamento foi observado que as
perdas do processo de manipulacido acarretavam perdas no teor obtido.
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Quadro 4 — Massa de ativos por unidade de supositério da etapa 2 de producgao.

AMOSTRA MASSA (mg)

Base 2.461

Dispersao de

misoprostol-HPMC 1 % 69

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

3.2.3 Analise de desenvolvimento do método de doseamento do supositério de

misoprostol

Iniciou-se o desenvolvimento da metodologia através de busca bibliografica a
fim de se levantar informacdes sobre métodos de dosagem de misoprostol e de outros
farmacos sob a forma de supositorios, tendo sido selecionados alguns métodos para
testes e adaptacgoes.

Todas as amostras de supositorios utilizadas no desenvolvimento do método
de doseamento foram produzidas apds o ajuste do processo de producido das

unidades de supositérios.

3.2.3.1 Doseamento - Método 1

O desenvolvimento inicial foi adaptado do método de misoprostol dispersdao em
HPMC da monografia da USP 43, descrita no item 3.2.1.

3.2.3.1.1 Solucdes

O preparo das solugdes empregadas nessa analise fora conduzido da mesma
maneira que na analise da dispersdo de misoprostol-HPMC 1 % descritos no item
3.2.1.1.

3.2.3.1.2 Parametros cromatograficos

Os parametros cromatograficos foram os mesmos empregados para analise da

dispersao de misoprostol-HPMC 1 % descritos no item 3.2.1.
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3.2.3.1.3 Preparo de amostras

As amostras de supositorio de misoprostol 800 ug foram preparadas de acordo
com o fluxograma (figura 14) tendo a concentragao final de 0,014 mg/mL, devido a
baixa dose do farmaco no supositério e ao fato de ser a maior concentracao obtida
experimentalmente, apenas 10 vezes maior do que a concentragdo limitrofe da
solucdo de sensibilidade da analise da dispersao (0,0014 mg/mL).

Figura 14 — Fluxograma com o demonstrativo do preparo das amostras de doseamento do supositério
de misoprostol do método 1

Derreter o supositdric em erlenmeyer de 50 mL
na incubadora orbital com rotacio de 100 pm &
temperatura de 42°C

Apds derrefimento, retirar da incubadora e levar
para capela

Adicionar 10mL de isopropancl e homogeneizar

Retirar da sclugdo estogue aliguota de 1,8 mL
para baldo volurmétrico de 10 mL

Avolumar com a solugdo diluente e
homogeneizar

Colocar por 20 minutos em banho ultrassdnico
com + 37 °C

Passar o conteddo para tubo & cenfrifugar a
2000 RPM (448 forga q) durante 15 minutos

Retirar o sobrenadante, filtrar em membrana
PVDF de 0,22 ym da marca Millex e transferir
para vial

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

3.2.3.1.4 Preparo da substancia quimica de referéncia (SQR)

As solugdes SQRs foram preparadas em duplicata, em duas etapas conforme

descricao abaixo:
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a) Solugéo estoque: foi pesado 6,8 mg de misoprostol SQR para baldo volumétrico de
10 mL, dissolveu e completou-se o volume com isopropanol (concentracdo final de
0,68 mg/mL);
b) Solugdo SQR: foi transferido 0,5 mL da solu¢ao estoque para baldo volumétrico de
25 mL e completou-se o volume com solucao diluente. A amostra foi filtrada em filtro

seringa PVDF de 0,22 ym da marca Millex (concentragéo final de 0,014 mg/mL).

3.2.3.2 Doseamento - Método 2

O método foi desenvolvido a partir de adaptacées dos métodos descritos na

literatura por Hafirassou e colaboradores (2005) e Constantin e colaboradores (2013).

3.2.3.2.1 Solucgdes

a) Fase moével: acetonitrila/agua (60:40, v/v): Foi transferido separadamente, para
recipiente adequado com tampa, 600 mL de acetonitrila previamente filtrado e 400 mL

de agua purificada. Em seguida, foi homogeneizado e desgaseificado.

3.2.3.2.2 Parametros cromatograficos

As boas praticas da analise cromatografica empregadas foram as mesmas
descritas no item 3.2.1. Devido a disponibilidade da mesma coluna cromatografica
utilizada por Constantin e colaboradores (2013), os parametros cromatograficos
empregados foram os mesmos relatos em seu trabalho, sendo eles:

a) Coluna: Agilent Zorbax Eclipse XDB C18, 150 x 4,6 mm e 5 ym;
b) Fluxo: 1 mL/min;

c) Comprimento de onda: 202 nm;

d) Volume de injegao: 20 yL;

e) Temperatura da coluna: 23 °C;

f) Temperatura da amostra: 23 °C.
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3.2.3.2.3 Preparo de amostras

As amostras de supositorio de misoprostol 800 ug foram preparadas de acordo

com o fluxograma (figura 15) tendo a concentragao final de 20 pg/mL.

Figura 15 — Fluxograma com o demonstrativo do preparo das amostras de doseamento do supositério
de misoprostol do método 2

Derreter o supositdrio em tubo fipo falcon de 50
mL em banho-maria com temperatura de 42°C

Apds derretimento, retirar do banho e levar para
capela

Adicionar 40mL de acetonitrila
e agitar por 2 minutos em wortex

Cenfrifugar a 3500 RPM (1372 forga g) durante
10 minutas

Refirar o sobrenadante, filirar @em membrana
PVDF de 0,22 ym da marca Millex e transferir
para vial

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

3.2.3.2.4 Preparo da substancia quimica de referéncia (SQR)

As solugdes SQRs foram preparadas em duplicata, sendo dividido em duas
etapas, conforme descrito abaixo:
a) Solugao estoque: foi pesado 5 mg de Misoprostol SQR para baldo volumétrico de
50 mL, dissolvido e completado o volume com acetonitrila (concentracao final de 100
Mg/mL);
b) Solugdo SQR: foi transferido 2mL da solugédo estoque para baldo volumétrico de
10 mL e completado o volume com acetonitrila. E filtrado em filtro seringa de 0,22 um

PVDF da marca Millex (concentracgao final de 20 pug /mL).

3.2.3.3 Doseamento - Método 3

O método foi desenvolvido a partir de adaptacdes do processo de extracio e
digestao dos supositérios dos métodos de doseamento descritos na Farmacopeia
Japonesa (JP, 2016) nas monografias de supositorios de Indometacina e Bisacodil.
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Foram utilizadas as condi¢gdes cromatograficas do método 2, baseado no trabalho de

Constantin e colaboradores (2013).

3.2.3.3.1 Solucbes

As solucdes foram preparadas conforme o descrito no método 2, item 3.2.3.2.

3.2.3.3.2 Parametros cromatograficos

Os parametros cromatograficos foram os mesmos empregados no método 2,
item 3.2.3.2.

3.2.3.3.3 Preparo de amostras

As amostras de supositério de misoprostol de 800 ug, e posteriormente de 600
Mg, foram preparadas de acordo com o fluxograma (figura 16), sendo adaptado o
volume de extragéo a fim de obter a concentragao final de 30 ug/mL.

Figura 16 — Fluxograma com o descritivo do preparo das amostras de doseamento do supositério
de misoprostol

Pesar 2 unidades de supositdrios de
Misoprostol

Fragmentar com gral e pistilo até
obter uma mistura homogénea

Pesar 2,3 g (equivalente a 600 pg
de Misoprostol) para tubo tipo falcon

Adicionar 20 mL de acetonitrila e
levar ao banho-maria a #40°C até o
completo derretimento

Agitar em vortéx por 2 min.

Retirar 5 mL, filtrar em membrana
PVDF de 0.22 da marca Millex e
transferir para vial

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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3.2.3.3.4 Preparo da substancia quimica de referéncia (SQR)

As solugdes SQRs foram preparadas em duplicata, sendo o preparo da solugéo
SQR dividido em duas etapas.
a) Solugao estoque: para cada solugao, foi pesado 5 mg de misoprostol SQR para balao
volumétrico de 50 mL, sendo dissolvido e avolumado com acetonitrila (concentragao
final de 100 pg/mL);
b) Solugédo SQR: foram transferidos 3 mL da solugdo estoque para balédo volumétrico
de 10 mL, completado o volume com acetonitrila, homogeneizada e filtrada para vial

em filtro seringa de 0,22 ym PVDF da marca Millex (concentracao final de 30 ug /mL).

3.24 Anadlise de desenvolvimento do método de dissolugdo do supositério de

misoprostol

O desenvolvimento da metodologia de dissolugéo do supositério de misoprostol
foi inicialmente baseado na pouca literatura disponivel para o tema.

A Farmacopeia Americana é o compéndio que apresenta o maior numero de
monografias para medicamentos nesta forma farmacéutica, mas o teste de dissolugao
s6 é abordado na monografia de supositério de indometacina supositério, cuja
composicao é uma base hidrofilica de polietilenoglicol (CONSTANTIN et al., 2013; FDA,
2021; USP, 201).

Nesse cenario restrito, meios de dissolucido e parametros de dissolucdo foram
testados e adaptados para se chagar nas melhores condi¢gdes de liberacdo do
misoprostol. Nado sendo necessario realizar o teste de solubilidade devido a alta
solubilidade e alta permeabilidade do farmaco misoprostol (ANVISA, 2021; EMA,
2014; FLEISHER, et al.,1999).

A etapa quantitativa do processo de dissolugéo seguiu as mesmas condigcdes
empregadas no método de doseamento desenvolvido. E foram utilizados os mesmos
parametros cromatograficos e fase mével descritos no método 2, item 3.2.3.2.

O processo de dissolucdo de qualquer forma farmacéutica deve levar em conta
a regiao onde sera administrado o medicamento. Desta forma, as amostras de
supositério de misoprostol de 800 pg, e posteriormente de 600 pg produzidos, foram

analisados nas condi¢cdes abaixo mimetizando a liberacao pela via retal.
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3.2.4.1 Paréametros de dissolugéo

Para o tipo de base empregada nos supositérios, base lipofilica, o mais
indicado pela literatura e Farmacopeia Americana seria o aparato de célula de fluxo
(DUNN et al.,1996; SIEWERT et al., 2003; USP, 2021). Contudo, o desenvolvimento
do método se deu a partir dos aparatos disponiveis dentro da estrutura no SEFAR,
que dispoe dos aparatos pa e cesta. Nao sendo possivel utilizar o aparato cesta, pois
a altura ndo comportou a medida do supositorio produzido, sendo necessario dispor
da cesta Palmieri apropriada para esta forma farmacéutica (DUNN et al.,1996;
PALMIERI, 1981; SIEWERT et al., 2003).

Contudo, ha na literatura trabalhos que relatam que na auséncia do aparato
célula de fluxo, o aparato pa obteve melhor perfil de dissolugdo para supositérios em
bases lipofilicas do que o aparato cesta, mesmo utilizando a cesta Palmieri, especifica
para supositério, cuja malha com maior largura ainda assim entupiu com a base (HORI
et al.,2017; NICOARA et al., 2015)

A rotacao indicada na literatura para o aparato pa varia de 25 a 100 rpm
(ANVISA, 2021; FB, 2019; FDA, 1997a; MARCOLONGO, 2003; USP, 2021). E foi
inicialmente utilizada a rotagcdo de 50 rpm descrita no método de supositorio de
Indometacina da USP 43, bem como nos trabalhos de Hori e colaboradores (2017) e
Nicoara e colaboradores (2015) que utilizaram o aparato pa em diferentes velocidades
de rotacdo para supositorios em bases lipofilicas dos farmacos Acetominofeno e
Nimesulida, respectivamente.

Foi observada durante os testes de desenvolvimento do método a necessidade
do emprego do sinker (&ncora), devido a baixa densidade do supositério produzido,
sendo alguns modelos de ancoras testados e confeccionados.

Foi utilizada cuba de 500 mL e diferentes volumes do meio de dissolugao foram
testados, sendo iniciado em 500 mL e reduzido para 400 mL e 300 mL ao longo do
desenvolvimento devido a baixa dose do misoprostol no supositério e se mantendo de
acordo com a condigao sink devido a sua classificagdo biofarmacéutica (ANVISA,
2021; EMA, 2014; FLEISHER, et al.,1999). E segundo o trabalho de Shohin e
colaboradores (2016), a diminuigdo do volume de dissolugdo pode aumentar a

sensibilidade do método em farmacos com baixa dosagem.
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A temperatura de dissolucdo de 37,0 °C utilizada foi baseada na temperatura
do local de administragdo e no descrito na monografia de supositério de Indometacina
da USP 43 e em métodos encontrados para supositorios de outros farmacos
(CONSTANTIN et al., 2013; HORI et al., 2017; NICOARA et al., 2015; SHOHIN et
al.,2016).

Os tempos de coleta utilizados foram de 10, 20, 30, 45 e 60 minutos, pois
apesar das metodologias farmacopeicas descritas indicarem um unico ponto de coleta
para quantificar o quanto de farmaco foi dissolvido, essa realidade se aplica as
analises de rotina, como por exemplo, em controle de qualidade. Na etapa de
desenvolvimento, € necessario fazer varias tomadas de aliquota em diferentes tempos
para avaliar o comportamento de liberagdo do ativo em fungdo do tempo e tentar
estabelecer uma possivel correlagdo in vivo/ in vitro do medicamento em
desenvolvimento (FB, 2019; FDA, 1997a; FONSECA, 2007).

O volume de coleta utilizado foi de 5 mL devido ao baixo volume do meio de
dissolucédo e a coleta foi realizada com filtro de coleta de 35 ym do tipo fluxo total
composto por polietileno de ultra alto peso molecular da marca Agilent. Enquanto a
filtracdo final para vial foi testada ao longo do desenvolvimento. Os parametros
utilizados estdo enumerados abaixo:

a) Aparato: p3;

b) Acessoério: ancora;

c) Rotagéao: 50; 75 rpm;

d) Volume do meio: 500; 400; 300 mL,;
e) Temperatura: 37,0°C £ 0,5°C;

f) Tempos: 10, 20, 30, 45 e 60 minutos;
g) Volume de coleta: 5 mL;

h) Filtro de coleta: 35 ym;

i) Filtragao para vial: filtro seringa PVDF de 0,22 um da marca Millex.

3.2.4.2 Solugdes

O meio de dissolugao para liberagao por via retal deve ser tampao com pH no
intervalo de 7 a 8, para simular fluido retal (AULTON; TAYLOR, 2016; JANNIN et al.,
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2014). E foi incialmente utilizado o tamp&o pH 7,2 por ter sido indicado na monografia
de supositério de Indometacina da USP 43 e nos trabalhos de Constantin e
colaboradores (2013) e Hori e colaboradores (2017).

A Farmacopeia Americana descreve que o tampao pH 7,2 deve ser preparado
com fosfato de potassio (USP, 2021). Desta forma, foi empregado esse meio de
dissolugédo no inicio do desenvolvimento da metodologia. Contudo, foi verificada ao
decorrer dos testes a necessidade de adigdo de tensoativo para aumentar a
solubilidade de farmacos apés extragdo do farmaco (misoprostol) da parte oleosa da
base para a fase aquosa do meio. Foram testados diferentes tipos e concentragdes de
tensoativos até o limite recomendando de 5 % (p/v) (ANVISA, 2021; BROWN et al.,
2004; FDA, 1997b).

Apos estabelecer o uso do tensoativo lauril sulfato de sédio, foi necessario
alterar o tampéao fosfato de potassio para tampao fosfato de sédio, no mesmo pH, haja
vista a reacao que lauril sulfato de sédio faz com o potassio do sal gerando precipitado
(FONSECA, 2007; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; USP, 2021).

As solugcdes empregadas nos testes de dissolugdo do supositério de
misoprostol foram preparadas conforme as descricdes abaixo:

a) Fase movel — acetonitrila/agua (60:40, v/v): conforme descrito no item 3.2.3.2.1;
b) Fosfato de potassio monobasico 0,2 M: foi dissolvido 27,22 g de fosfato de
potassio monobasico em agua purificada e completado o volume para 1 L;

c) Hidréxido de sédio 0,2 M: foram pesados 4 g de hidréxido de sédio e dissolvido
em 500 mL de agua purificada;

d) Meio de dissolugéo —tampéao fosfato pH 7,2: foram transferidos 250 mL da solugéo
de fosfato de potassio monobasico 0,2 M e 175 mL da solugao de hidréxido de sédio
0,2 M para uma proveta graduada, sendo completado o volume de 1 L com agua
purificada, seguido de homogeneizagéao e verificagdo do pH da solugao;

e) Meio de dissolugado tampao fosfato pH 7,2 com tensoativo: Foi adicionado ao
meio de dissolucéo de tampao fosfato com pH ja ajustado para 7,2 a percentagem em
peso por volume (p/v) dos tensoativos lauril sulfato de sédio nas concentragdes de 0,1

%, 0,5 % e 1 %. E polissorbato 80 nas concentracdes de 0,1 % e 0,5 %;
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f) Solucdo de hidroxido de sddio 5 N: Para cada 100 mL foram pesados 20 g de
hidroxido de sddio, em capela de exaustdo, e dissolvido e avolumado em agua
purificada;
g) Meio de dissolugcédo — fosfato de sddio pH 7,2 com lauril sulfato de sédio: Para
cada 1 L foram pesados 6,9 g de fosfato de s6dio monobasico monohidratado e
dissolvido em agua purificada sob agitagdo. O pH foi ajustado em 7,2 com solugéo de
hidroxido de sddio 5 N e em seguida foi acrescentado a massa correspondente as
concentragdes do tensoativo lauril sulfato de sédio testadas, sendo homogeneizado e
desgaseificado em seguida. A percentagem em peso por volume (p/v) do lauril sulfato
de sddio testados foram de 0,1 %, 0,5 %, 1 % e 2 %.

3.2.4.3 Preparo de amostras

O teste foi conduzido de acordo com o descrito no fluxograma da figura 17 em
6 cubas contendo o meio de dissolugdo previamente desgaseificado em banho

ultrassénico e aquecido.

Figura 17 — Fluxograma com o descritivo do preparo das amostras de dissolugdo do supositério de
misoprostol

Pesar 6 unidades de supositdrios de
Misoprostol

Adaptar cada unidade de supositorio
em uma ancora

Adicionar de forma simultdnea as
unidades nas respectivas cubas

Nos tempos especificados coletar
com filiro de de 35 pm acoplado a
canula de amostragem

Filtrar as amostras coletadas em
membrana PVDF 0,22 pm da marca
Millex e transferir para vial

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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3.2.4.4 Preparo da substancia quimica de referéncia (SQR)

As solugcbes SQRs foram preparadas em duplicata, sendo o preparo da
solugdo estoque preparado conforme o descrito no método de doseamento, no item
3.2.3.3.4.

E a solugdo SQR foi preparada a partir da transferéncia de 0,2 mL da solugao estoque
para baldo volumétrico de 10 mL, avolumada com o meio de dissolugéo e filtrada em

filtro seringa de 0,22 um PVDF da marca Millex (concentracao final de 2 ug /mL).

3.2.5 Analise de validacdo do supositorio de misoprostol

Apos o desenvolvimento dos métodos de doseamento e dissolugdo
supracitados, foi realizada a validacdo de cada, conforme as diretrizes da ANVISA
presentes na RDC n°® 166/2017.

3.25.1 Seletividade

Foi necessario demonstrar que a resposta analitica se deve exclusivamente ao
farmaco ativo de misoprostol, ndo havendo interferéncia dos constituintes da
formulacao (placebo), nem do diluente. Foram avaliados por meio de injecado com
varredura na faixa de 200 a 400 nm da solugao diluente (branco), placebo, solugao
SQR e amostra, cuja concentragao foi especifica para cada método.

A especificidade foi medida utilizando o teste de pureza de pico, que tem a

capacidade de provar que o pico cromatografico € atribuido a um s6 componente.

3.2.5.2 Linearidade

A partir de trés massas pesadas de SQR de misoprostol foram geradas trés
solugdes SQR estoque, com concentracao final de 100 pg/mL, que foram utilizadas
na diluicdo de trés curvas com 5 niveis de concentragao para cada método.

Para o método de doseamento, as aliquotas transferidas das solugdes
estoques foram avolumadas em acetonitrila, sendo os niveis de concentragao de 7,5;
15; 24; 30 e 36 ug/mL.

No método de dissolucdo, as amostras foram avolumadas em meio de

dissolugédo e com os niveis de concentragao de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 € 2,5 pg/mL.
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A linearidade do método entre as variaveis de resposta e concentracdo de
misoprostol foi determinada pela analise visual através do grafico Concentragdo x
Area, com o célculo da homocedasticidade dos dados através do teste de Cochran,
com a analise de variancias através dos minimos quadrados ordinarios e com a
analise de residuos para avaliar se apresentam distribuicdo normal e verificar se ha

residuos com valores extremos, atipicos ou aberrantes.

3.2.5.3 Precisédo

A precisao foi avaliada em 6 réplicas de amostras preparadas conforme
especificacoes de cada método em um nivel de concentragcdo. E com concentracéo
final de 30 ug /mL para o método de doseamento e de 2 yg /mL para o método de
dissolugdo. Foi calculado o teor de misoprostol a partir das areas obtidas para cada
réplica e o DPR entre as réplicas que ndo deve ser maior do que 7,3 % para o teste de
doseamento e 11 % para a dissolucao, de acordo com suas respectivas concentragdes
finais baseado no Official Methods of Analysis (AOAC) 2016.

3.2.5.3.1 Precisao intermediaria

O teste foi realizado e avaliado conforme o teste de precisdo e avaliou a
proximidade entre os resultados obtidos da analise de uma mesma amostra, no
mesmo laboratorio, em corridas analiticas distintas e independentes, realizada por

analistas distintos.

3.2.5.4 Limite de quantificagdo

Foi demonstrado que o valor da concentracdo no limite de quantificacdo se
encontrava preciso e exato, sendo determinado através da relagéo sinal-ruido de no

minimo 10:1, no método de doseamento em duas etapas:

a) Teste de linearidade do limite de quantificagdo: foram preparadas trés curvas
padrdao com os niveis de concentragao de 0,5; 0,75; 0,1; 0,125; 0,15; 2,0 e 3,0 ug/mL.
Preparadas a partir de aliquotas avolumadas em acetonitrila de trés diferentes

solugdes SQR estoque. E foi avaliado conforme o teste de linearidade.
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b) Teste de precisao do limite de quantificacdo: com o preparo de 6 réplicas do nivel

de concentragéo de 1 ug/mL. Foi avaliado conforme os testes de precisao e exatidao.

3.2.5.5 Exatiddo

O teste foi conduzido com trés pesadas de SQR, originando trés curvas de
concentracdo com trés niveis cada, avolumadas com a solugédo placebo contendo
unidade de supositério de HPMC processado nas mesmas condicbes que 0s
supositorios de misoprostol em cada método. Para o método de doseamento foram
preparadas amostras com os niveis de concentracao de 24; 30 e 36 pg/mL. E no
método de dissolucdo de 0,5; 1,5 e 2 yg/mL.

Foi avaliado o grau de concordancia entre os resultados individuais do método
em estudo em relagédo a um valor aceito como verdadeiro. Foi avaliado através do
calculo do DPR, com o mesmo critério utilizado na precisao, e da recuperagao por
nivel que deve estar compreendido entre 80 e 110 % para ambos os métodos (AOAC,
2016).

3.2.5.6 Robustez

O teste indica a capacidade do método analitico em resistir a pequenas e
deliberadas variagdes das condi¢cbées analitica. E foi conduzido com alteragdo na

proporcao do parametro fase moével.

3.2.6 Analise de doseamento do supositério de misoprostol

O teste foi conduzido com o preparo das amostras em triplicata de acordo com
0 método desenvolvido para doseamento descrito no item 3.2.3.3.

O teor de misoprostol foi calculado através da area versus concentracao da
amostra em relagao a solugdo SQR, cujo critério de aceitagao estabelecido foi de 90
a 110 %, baseado nos ensaios de doseamento de produtos acabados descritos nos

compéndios oficiais € monografias de controle de qualidade de medicamentos.
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3.2.7 Analise de perfil de dissolu¢cado do supositério de misoprostol

A analise foi preparada conforme o método desenvolvido para dissolugéo
descrito no item 3.2.4. O teste de perfil de dissolu¢ao comparativo foi realizado com 12
cubas contendo 1 unidade em cada do medicamento teste misoprostol 600 ug
supositério e 3 unidades em cada (sem o uso de ancora) do medicamento referéncia
Prostokos® 200 ug comprimido vaginal, totalizando a dose de 600 ug.

O célculo de % dissolvido de misoprostol em cada ponto de coleta foi realizado
a partir da curva de calibragdo sendo utilizada a equagao da reta e coeficiente de
correlacdo, que deve ser maior que 0,99. A curva foi preparada com 5 pontos diluidos
a partir da solucdo SQR estoque, avolumados com o meio de dissolucdo e com
concentragoes finais tedricas de 0, 5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 ug /mL.

Foi realizado com coleta nos tempos: 5, 10, 15, 20, 30 e 45 minutos, com adigao
do tempo de 45 minutos para avaliagao da liberagcdo do medicamento referéncia, haja
vista que o unico método de dissolugcado encontrado para o misoprostol comprimido oral,

utiliza tempo de coleta de 30 minutos (Ph. Int., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da dispersao de misoprostol-HPMC 1 %

Foi empregada a metodologia para misoprostol dispersdo disponivel na
Farmacopeia Americana USP 43 (Anexo A). Entretanto, os ajustes descritos abaixo
foram necessarios:

e Alteracdo na coluna cromatografica: sendo a indicada pela monografia a
Symmetry C8, 15 cm x 4,6 mm e 5 ym do fabricante Waters. Embora o SEFAR néo
dispusesse especificamente dessa coluna cromatografica, possuia uma Symmetry
C8,15cm x 4,6 mm e 3,5 um do fabricante Waters, sendo a Unica diferenga o tamanho
de particula. Contudo, a alteracdo do didmetro impactou no método causando
interrupcao da corrida analitica em funcao da alta presséo, sendo substituida por uma
coluna C8, 15 cm x 4,6 mm e 5 ym, conforme a especificagcdo da USP, mas da marca
ACE.

e Alteracédo nas concentragdes das solugdes do teste de impurezas orgéanicas: as
solugdes de sensibilidade e a SQR diluida tiveram suas concentracbes aumentadas
em 10 vezes por conta da sensibilidade do HPLC empregado para as areas de
misoprostol. A concentracgao final da SQR diluida foi alterada de 0,7 para 7 ug/mL e a
solugéo de sensibilidade de 0,14 para 1,4 ug/mL.

e Alteragdo do volume de injecdo: foi alterado de 100 yL para 70 pL, devido a
limitagdo do equipamento, a fim de aumentar a massa final injetada de misoprostol

para estar de acordo com o preconizado no método.

Um dos desafios iniciais foi a pesagem da SQR, visto que a substancia quimica
de referéncia da USP é um liquido viscoso com alto custo, sendo por isso pesado 5
mg para preparo da solugédo estoque em isopropanol que possui estabilidade de 28
dias se armazenado em freezer. A melhor técnica encontrada para pesagem da SQR
foi usando espatula de bico fino e arrastando as gotas de misoprostol para barca

plastica, conforme figura 18.
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Figura 18 — Técnica de pesagem da SQR de misoprostol

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

A solugdo SQR de misoprostol com concentragéo de 0,14 mg/mL forneceu uma
area média de 10608287 no tempo de retengado de 12,1 minutos, enquanto o pico de
12-epimisoprostol, impureza do processo de fabricagdo do misoprostol, eluiu em 10,2
minutos sendo monitorado pelo tempo de retencédo relativo de acordo com a

monografia (figura 19).

Figura 19 — Cromatograma da amostra de solugdo SQR de misoprostol dos testes de doseamento e
impurezas organicas da analise da dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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A analise esta em conformidade com os requisitos de adequacao estabelecidos
na monografia, sendo obtido resolugédo de 3,5 entre o pico do 12-epimisoprostol e do
misoprostol, cujo critério € de no minimo 2,7 de resolucdo. E ainda, DPR (%) de 0,3
% entre as réplicas de inje¢cdes da solugdo SQR de misoprostol, estando dentro do
maximo 1,0 % (USP, 2021).

As amostras dos lotes de dispersao de misoprostol-HPMC 1 %, E0277507 e
E0278516, apresentaram tempo de retengdo em torno 12 minutos, mesmo tempo de
eluicao do pico da solugdo SQR de misoprostol, sendo desta forma aprovados no teste
de identificagcdo. Enquanto no teste de doseamento, ambos os lotes foram aprovados
e estdo dentro da especificacdo de 95,0 a 104,0 % de teor, sendo os resultados

obtidos descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Resultados do doseamento das amostras de dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %

AMOSTRA AREA MEDIA TEOR MEDIO (%)
Lote: E0277507 11186069 99,7
Lote: E0278516 11623930 103,6

Os dois lotes de dispersao estdo dentro da especificacdo do teste de
impurezas organicas, descritos em sua monografia (Anexo A). As impurezas de
misoprostol tipo A, misoprostol tipo B, 8-epimisoprostol e 12-epimisoprostol ndo foram
detectadas, mesmo com a extrapolagcdo em 10 vezes da area obtida para a solugao
de sensibilidade e SQR diluida.

Desta forma, os lotes E0277507 e E0278516 de dispersao de misoprostol 1
% em HPMC, do fabricante Everlight Chemical Industrial Corporation, se encontraram
aptos para serem empregados nas formulagbes dos supositorios.

Também foi analisada a amostra de HPMC, lote NO668186, amostra essa que
foi disponibilizada para ser utilizada como branco em relagao a dispersédo contendo o
farmaco, e para a fabricacgao futura de supositorios placebos. A analise da amostra de
HPMC nao apresentou nenhum pico no tempo de retencao de misoprostol, bem como

no tempo de suas impurezas, conforme demonstrado na figura 20.
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Figura 20 — Cromatograma da amostra de HPMC no teste de doseamento e impurezas organicas da

analise da dispersao de misoprostol-HPMC 1 %
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

4.2 Desenvolvimento e producao do supositério

A producéao dos supositérios foi realizada com as trés bases disponiveis (CM,
NA15 e AS2X). As unidades foram empregadas na etapa analitica do projeto. Foram
preparados, diversos lotes, com diferentes técnicas e tipos de supositérios com cada
tipo de base. Sao eles:
a) Base pura: somente com a base.
b) HPMC: com base e HPMC.
c) Misoprostol 800 pg: com base e dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %.
d) Misoprostol 600 pg: com base e dispersdao de misoprostol-HPMC 1 %.
Foi utilizada uma numeracdo interna para cadastrar os lotes de supositérios

produzidos.



91

4.2.1 Etapa 1 — Supositério misoprostol 800 ug
4.21.1 Supositério de base pura

Foi produzido um lote de supositério de base pura com quatro unidades de
cada tipo de base para obter capacitacdo na manipulagao e realizar calibragdo do
molde de silicone, conforme orientacdo do Guia Pratico da Farmacia Magistral
(FERREIRA, 2011).

Inicialmente a base foi fundida pela técnica de aquecimento direto na placa com
agitador, mas desta forma, houve falta de uniformidade no derretimento da base e
ainda, perda de massa da base derretida para o agitador magnético. E por isso foi
alterado para a técnica de derretimento em banho de aquecimento com agitagéo por
bastéao de vidro (HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

Nao foi observada diferenga entre os diferentes tipos de bases, pois todas as
bases apresentaram 6tima performance com homogeneidade dentro do molde, sem
ocorréncia de perda de unidade e com aspecto aprovado, pois nenhuma unidade
apresentou imperfeicdo no formato ou coloragao e todas as unidades estavam com a
superficie uniforme, homogénea, lisa, brilhante e sem fissuras (ALLEN, 2007; USP,
2021). O numero do lote e o calculo do peso médio para das unidades obtidas, em

cada tipo de base, estdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2 — Resultados da produgéo de supositérios de base pura

BASE UTILIZADA N° LOTE PESO MEDIO (g)
Base CM P2008032 2,09
Base NA15 P2008033 2,02
Base AS2X P2008034 1,83

4.2.1.2 Supositério de misoprostol 800 ug com 10 % de excesso

Foram produzidos diversos lotes de supositérios, com aumento gradual das
unidades, para alcangar a melhor técnica de incorporagdo da dispersao de
misoprostol-HPMC 1 % e de finalizagdo da massa no molde.

No primeiro lote com 1 unidade, para cada tipo de base, observou-se que a

incorporagao da disperséo ocorreu com facilidade e sem formagéao de grumos com pé
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ndo solubilizado. E importante ressaltar que a dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %
tem a apresentacdo de po6 uniforme e extremamente fino, ndo sendo necessario
pulveriza-lo (FERREIRA, 2011; HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

Nesse experimento, foi possivel identificar que a base CM se solidifica mais
rapidamente que as demais, devido ao seu alto ponto de fusao, e desta forma, a base
ficou aderida na parede do frasco impossibilitando a transferéncia para o molde, sendo
necessario para essa base que a temperatura do banho de aquecimento seja entre
40 - 45°C (GATTEFFOSE, 2019).

O lote seguinte foi preparado com 6 unidades de cada base, nenhuma unidade
apresentou imperfeigcdo na coloragao e na aparéncia da superficie. Nao foi observado
com a adicado da dispersdao de misoprostol a ocorréncia de redugao ou elevagao do
ponto de fusdo da base, que se mantiveram dentro da faixa. Contudo, o peso médio
encontrado (tabela 3) foi inferior ao obtido para as bases puras (tabela 2),
possivelmente em funcédo da adi¢cdo do ativo ocasionar contracdo do volume apds o
resfriamento (FERREIRA, 2011; HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015). O

numero do lote e os pesos médios obtidos, estdo demonstrados na tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da produgéo de supositérios de misoprostol 800 ug do lote 2

BASE UTILIZADA N° LOTE PESO MEDIO (g)
Base CM P2009039 1,87
Base NA15 P2009040 1,84
Base AS2X P2009041 1,81

Houve perda de 1 unidade da base CM, por falta de volume suficiente para
verter no molde, e perda de 1 unidade da base AS2X, por apresentar imperfeicao na
forma, com o bico faltando um pedago. Em todas as bases foram observadas
pequenas deformidades na parte superior dos supositorios, conforme demonstrado

na figura 21.
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Figura 21 — Supositérios de misoprostol 800 ug do lote 2 com as bases A (CM), B (NA15)e C
(AS2X), respectivamente

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2020).

O lote seguinte foi produzido com 24 unidades de cada base, € ndo houve perda
de nenhuma unidade em todos os tipos de base e nenhuma unidade apresentou
imperfeicao no formato, coloragéo e aparéncia da superficie, conforme figura 22.

Figura 22 — Supositérios de misoprostol 800 ug do lote 3 com as bases A (CM), B (NA15) e C (AS2X),
respectivamente

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2020).

Para corregdo da contracdo do volume foi adicionado excesso de base
conforme orientagdo do Guia pratico da farmacia magistral (FERREIRA, 2011). E por

isso a massa da base foi alterada para 2,2 g por unidade, ou seja, sem o desconto da
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massa do ativo. Foi possivel observar aumento no peso médio, demonstrado na tabela
4, em relac&o ao lote anterior (tabela 3).

Tabela 4 — Resultados da produgéo de supositérios de misoprostol 800 ug do lote 3

UTﬁ_?ZSEDA UNIDN;DES WPHEE PESO MEDIO (g)
Base CM 24 P2010043 1,90

Base NA15 24 P2010044 2,01

Base AS2X 24 P2010045 1,96

As deformidades na parte superior dos supositérios observada no lote anterior foram
corrigidas através da remogao do excesso de base apos 15 minutos do resfriamento
da formulagdo em temperatura ambiente (FERREIRA, 2011; HAAS; WOERDENBAG;
SZNITOWSKA, 2015).

Apesar da melhora das técnicas empregadas, a base CM foi a mais dificil de
manipular, provavelmente devido ao seu ponto de fusdo mais alto, que acabou
resfriando com mais facilidade quando retirado do banho de aquecimento.

Foram produzidos mais dois lotes, para cada tipo de base, com a mesma
técnica supracitada. As unidades produzidas nao apresentaram qualquer imperfeigcao,
conforme demonstrado na figura 23.

Figura 23 — Supositérios de misoprostol 800 ug do lote 4 com as bases A (CM), B (NA15) e C (AS2X),
respectivamente

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021)
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Cada lote foi produzido com 24 unidades, para evitar resfriamento e perda da

massa durante a etapa de verter para o molde e devido a disponibilidade de apenas
dois moldes com 12 unidades em cada. As codificacbes e os pesos médios obtidos,

estido demonstrados na tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da produgéo de supositorios de misoprostol 800 ug do lote 4

UTﬁ.?ZS:\EDA UNIDN;DES e PESO MEDIO (g)
Base CM 24 P2104023 2,02
Base CM 24 P2104024 2,06

Base NA15 24 P2104025 2,07

Base NA15 24 P2104026 2,11

Base AS2X 24 P2104027 2,05

Base AS2X 24 P2104028 1,95

4.2.1.3 Supositério de HPMC

Apos definicdo da melhor técnica de producao, foi produzido lote com 12
unidades, para cada tipo de base, contendo 88 mg de HMPC no lugar da dispersao
de misoprostol-HPMC 1 % para que fosse utilizado como placebo nos experimentos.

Os cédigos e peso médios obtidos estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6 — Resultados da produgéo de supositérios de HPMC do lote 1 com 800 ug

UTﬁ.‘I\ZsEDA UNIDNAODES DRLOLE PESO MEDIO (g)
Base CM 11 P2104020 2,17

Base NA15 1" P2104021 2,12

Base AS2X 12 P2104022 2,10

Durante a incorporacgao da dispersao de HPMC na base derretida foi necessaria
uma agitacao rapida e vigorosa para evitar formagao de grumo ou precipitagdo. E ao
verter para o molde, faltou quantidade para 1 unidade das bases CM e NA15, sendo
produzidos 11 unidades de cada. Esse fato corroborou com a hipotese de que o HPMC
seja responsavel pela contragdo do volume que foi observado quando se utilizou a
dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %. Contudo, nenhuma unidade demonstrou

imperfeicdo na forma, coloragcao e aparéncia da superficie.
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4.2.1.4 Supositério de misoprostol 800 ug com 20 % de excesso

No decorrer do desenvolvimento do método de doseamento, foi observada
grande dificuldade em alcancar o limite inferior minimo de 90 % do teor nas unidades
de supositorios produzidas com 10 % de excesso dos ativos. Desta forma, foi
levantada a hipétese de que o baixo teor encontrado poderia ndo ser devido a
limitacdo de extracdo do método, mas sim, por perda da dispersdo de misoprostol
durante o processo de produgao dos supositérios.

Segundo Ferreira (2011), é possivel minimizar a perda do farmaco aumentando
0 excedente dos ativos pesados, e por isso, foi produzido um lote com 24 unidades
de supositorios, para cada tipo de base, contendo 20 % de dispersao de misoprostol-
HPMC 1 %, ou seja, 96 mg de dispersdo por unidade, porém mantendo a massa
pesada para a base.

Os pesos médios obtidos, descritos na tabela 7, indicaram uma maior contragao
do volume dos supositorios quando comparados com o0s supositérios produzidos com
10 % de excesso, descrito na tabela 5. Isso sinalizou a necessidade de realizar uma
calibracdo do molde utilizado através da producéo de supositorios com as bases e o
HPMC (placebo), ao invés de base pura somente, para calcular mais detalhadamente
as perdas do procedimento de produgdo manual dos supositérios, ja que o HPMC é
provavelmente o responsavel pela contragédo de volume (FERREIRA, 2011; HAAS;
WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

Tabela 7 — Resultados da producao de supositorios de misoprostol 800 ug do lote 3

UTII?I'_AI\ZSEDA UNII::l;DES WP PESO MEDIO (g)
Base CM 24 P2105038 1,89

Base NA15 24 P2105039 1,92

Base AS2X 24 P2105040 1,97

4.2.2 Etapa 2 — Supositério misoprostol 600 ug

Nesta etapa foram produzidos supositorios de misoprostol com a nova dose de
600 g e foram utilizados novos moldes de silicone para aumentar a produgéo com o
total de 4 moldes com 12 unidades cada. Por isso, esta etapa iniciou com a produgao
de supositérios de HPMC para realizar a calibragdo dos novos moldes e calcular as
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perdas do procedimento de preparo, bem como obter unidades para serem utilizadas
como placebo nos experimentos (FERREIRA, 2011; HAAS; WOERDENBAG,;
SZNITOWSKA, 2015).

A partir desta etapa foram produzidos supositérios apenas com as bases NA15
e AS2X. A base CM foi eliminada, devido a sua dificuldade de manipulacéo e por
apresentar baixo desempenho durante o desenvolvimento dos métodos que serao

apresentados a seguir.

4.2.2.1 Supositério de HPMC

Foi produzido lote com 12 unidades, para cada tipo de base, contendo 66 mg
de dispersao de HMPC no lugar da dispersdo de misoprostol-HPMC 1 %. Nenhuma
unidade demonstrou imperfeicao na forma, coloracéo e aparéncia da superficie. Mas,
houve perda de 1 unidade para cada tipo de base, por falta de volume suficiente para
preencher o molde.

A partir do peso médio obtido para as 11 unidades, descrito na tabela 8, foi
possivel calcular que houve perda de aproximadamente 5 % do peso tedrico que foi
pesado para produzir as unidades em relagdo ao peso medio real obtido com o novo
molde. Desta forma, a produgao de supositérios com a dispersao de misoprostol deve
ser feita com excesso de 15 % dos ativos para corrigir as perdas do processo. Foram
mantidos os 10 % de excesso para as perdas que ocorrem nas etapas de solidificagao,
transferéncia para o molde e finalizagédo e os 5 % para perdas provenientes da
contragdo do volume observada com o HPMC (FERREIRA, 2011; HAAS;
WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

Tabela 8 — Resultados da produgao de supositérios de HPMC do lote 2 com 600 ug

BASE Ne ,
UTILIZADA | UNIDADES L SRl PESO MEDIO (g)
Base NA15 11 P2108068 2.21

Base AS2X 11 P2108069 2,21
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4.2.2.2 Supositorio de misoprostol 600 ug

Foram produzidos, inicialmente, dois lotes com 24 unidades em cada com o
novo célculo contendo 15 % de excesso dos ativos. E foi utilizado 2.461 mg de base
e 69 mg de dispersédo, ndo houve perda de nenhuma unidade e nenhuma unidade
apresentou imperfeicdo no formato, coloragdo e aparéncia da superficie.

Os pesos médios obtidos demonstraram que o aumento do peso médio das
unidades foi alcangado, conforme tabela 9. Foi calculado o DPR (%) por lote, e os
lotes P2108070, P2108071 e P2108072 ficaram dentro da especificacdo de + 5 %,
enquanto o lote P2108073 nao ficou de acordo. Todos os lotes foram reprovados no
critério de “ndo mais que 2 unidades fora de 5 %” e aprovados no critério de “nenhuma
unidade fora de 10 %” das Farmacopeias Brasileira e Americana (FB, 2019; USP,
2021).

Tabela 9 — Resultados da produgao de supositérios de misoprostol 600 ug do lote 1

UTII?I'_AI\ZSEDA UNIDNI:DES b e MI!E:IEI%O(Q) DIHRA,
Base NA15 24 P2108070 218 46
Base NA15 24 P2108071 2,25 3,6
Base AS2X 24 P2108072 2,20 47
Base AS2X 24 P2108073 2,24 5,4

Os resultados demonstraram que € necessaria maior atencdo nas etapas
criticas da producdo, como o enchimento da massa no molde, para que as bolhas de
ar nao alterem o peso, na espatulacéo para retirada de excesso da massa no molde
e na retirada das unidades do molde, a fim de tentar minimizar as variabilidades da
producdo manual de supositérios por enchimento (FERREIRA, 2011; HAAS;
WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015).

Os lotes supracitados foram empregados no desenvolvimento dos métodos do
doseamento e de dissolugao.

Para a conducao da validacao e analises finais dos métodos desenvolvidos,

foram produzidos 4 lotes com 24 unidades em cada, totalizando 96 unidades das
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bases NA15 e AS2X. A codificagéo, o peso médio e DPR (%) obtidos estado descritos

na tabela 10.

Tabela 10 — Resultados da produgao de supositdrios de misoprostol 600 ug do lote 2

UTﬁ.?ZSEDA UN|DN;DES RRECIE Mgglséo(g) DIFR )
Base NA15 24 P2111082 2,15 5,0
Base NA15 24 P2111083 2,21 4,9
Base NA15 24 P2111084 2,17 4.4
Base NA15 24 P2111085 2,22 3,9
Base AS2X 24 P2111086 2,27 3,6
Base AS2X 24 P2111087 2,29 45
Base AS2X 24 P2111088 2,27 3,9
Base AS2X 24 P2111089 2,32 4.4

Os DPR’s (%) de todos os lotes produzidos ficaram dentro da especificagéo
de = 5 % da Farmacopeia Brasileira e Americana, indicando melhora na técnica
empregada na produgao. Contudo, todos os lotes foram reprovados no critério de
“ndo mais que 2 unidades fora de 5 %” e aprovados no critério de “nenhuma unidade
fora de 10 %”. Desta forma, foram selecionados para utilizagao nos experimentos
somente as unidades que se encontram dentro da variagéo de £ 5 %.

Deve ser ressaltado, que para produgao destinada ao uso humano, é
essencial que os supositorios sejam produzidos em area com Boas Praticas de
Fabricacado (BPF), constante nas industrias farmacéuticas ou nos estabelecimentos
de manipulacao de férmulas magistrais, cujas estruturas e condi¢des instrumentais
sdo ideais para produzir o medicamento com acuracia e seguranga. Os erros no
processo de fabricacdo mais comuns em produgao manual, como por exemplo,
calculo e homogeneizagao dos ativos, podem levar a distribuigdo ndo homogénea do
farmaco no supositério (FERREIRA, 2011; HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA,
2015; KALMAR et. al, 2014).
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4.3 Anadlise de desenvolvimento do método de doseamento do supositério de

misoprostol

Os resultados obtidos para cada método desenvolvido apdés as devidas

adaptacgdes estao descritos a seguir.

4.3.1 Doseamento - Método 1

O método foi adaptado a partir da metodologia de doseamento para misoprostol
dispersdo em HPMC da Farmacopeia Americana (USP, 2021). Importante ressaltar,
que previamente foi realizado com a SQR de misoprostol e os supositorios de base
pura um teste com filtros seringas de diferentes composi¢gdes e marcas (RC e PVDF
da marca Analitica, PVDF da marca Millex e RC da marca Whatman). No qual foi
evidenciando que o filtro PVDF da marca Millex, do fabricante Merck Millipore, obteve
a melhor performance, pois ndo apresentou pico que contribua com a area do
misoprostol.

Além disso, alguns ajustes realizados até alcancar o método final:

¢ Adicao da etapa de derretimento da base em incubadora orbital.

¢ Diluicdo do supositério derretido em isopropanol em raz&do da alta solubilizagdo do
misoprostol nesse solvente e sua extracdo da base. Seguida de uma diluigdo em
solucao diluente para manter a amostra em composicéo proxima a da fase movel.

e Adicao da etapa de banho ultrassdénico com temperatura de 37°C para maximizar
a extragao do misoprostol na base.

¢ Adicao da etapa de centrifugagao para minimizar, através da separacao das fases,
a quantidade de particulas sdlidas da base na amostra final.

e Mudancga do filtro seringa RC 0,45 um para PVDF 0,22 pm, devido ao teste
previamente realizado e a quantidade de particulas da base que solidificam no vial
apos a filtragao.

¢ Mudanga da concentragao final da amostra para 0,014 mg/mL, devido a baixa dose
do farmaco no supositério e ao fato de ser a maior concentragdo obtida
experimentalmente, apenas 10 vezes maior do que a concentragdo limitrofe da

solugao de sensibilidade (0,0014 mg/mL).
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e Alteracao da concentracao final da solu¢do SQR de misoprostol para 0,014 mg/mL
com diluicdo em solucao diluente para mimetizar as condigdes da amostra.

Foram preparadas amostras, de cada tipo de base, dos supositorios de
misoprostol 800 pg e de base pura. Os supositérios de base pura para todos os tipos
de base ndo apresentaram picos no tempo de reten¢cdo do misoprostol (figuras 24 a
26). Entretanto, foram observados picos desconhecidos que podem ser caracteristicos

da base, sendo a base AS2X sempre a com maior quantidade de picos.

Figura 24 — Cromatograma da amostra de supositério de base pura (base CM) do teste de
doseamento do método 1
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Figura 25 — Cromatograma da amostra de supositorio de base pura (base NA15) do teste de
doseamento do método 1
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Figura 26 — Cromatograma da amostra de supositério de base pura (base AS2X) do teste de
doseamento do método 1
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Apesar de todos os incrementos realizados, as amostras de supositério de
misoprostol 800 ug apresentaram teores considerados baixos, evidenciando
problemas na extracdo. O critério de aceitacdo geralmente empregado em
doseamento de supositorios € de 90,0 — 110,0 % em relagédo ao declarado (USP,
2021).

A area média obtida para solugdo SQR de misoprostol com concentragdo de
0,014 mg/mL foi de 1040432 e no tempo de retengao de 10,3 minutos.

Os resultados obtidos para as amostras de supositérios descritos na tabela 11.
O maximo de teor obtido foi de 80,9% para base NA15, seguida pela base AS2X com
77,1%, e por fim, a base CM com 54,4% apresentando sempre o menor teor que as

demais bases.

Tabela 11 — Resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de doseamento

do método 1
AMOSTRA AREA MEDIA TEOR MEDIO (%)
Base CM 607823 54,4
Base NA15 904295 80,9
Base AS2X 860854 77,1

Todas as amostras de supositorios apresentaram mesmo tempo de retengao

que a SQR de misoprostol, contudo, com areas muito inferiores (figura 27).
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Figura 27 — Sobreposi¢do dos cromatogramas das amostras de supositério de misoprostol 800 ug
das bases CM (rosa), NA15 (azul) e AS2X (vermelho) do teste de doseamento do método 1
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Acredita-se que a baixa extragcao do misoprostol na base do supositério tenha

sido um fator limitante desse método, e por isso, uma nova metodologia foi testada.

4.3.2 Doseamento - Método 2

O primeiro teste foi realizado tal qual a metodologia descrita por Constantin e
colaboradores (2013), devido a autora ter discutido o método com maior
detalhamento. Em seguida, adequagbes foram realizadas para melhorar sua
performance, sendo:

e Aumento do volume de acetonitrila de 7 mL para 40 mL, a fim de se obter maior

eficiéncia de extracao.
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¢ Aumento da velocidade de centrifugagao de 3000 para 3500 rpm (1008 para 1372

g) para tentar obter maior separagao das fases e por consequéncia, melhor extragao

do farmaco na base.

¢ Remocéao da etapa da diluigao final, por conta da concentragao final apés aumento

do volume de extracao.

¢ Alteragao da concentragdo da SQR para mesma concentragdo da amostra.

Os ensaios foram conduzidos com o preparo de amostras de supositérios de

misoprostol 800 ug com os trés tipos de base.

A area média encontrada para solugdo SQR de misoprostol foi de 1509321 e o seu

tempo de retengédo, em 3,4 minutos (figura 28), foi condizente com o relatado por

Constantin e colaboradores (2013).

Figura 28 — Cromatograma da amostra de solugdo SQR1 de misoprostol do teste de doseamento do

método 2
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
Os resultados obtidos para as amostras de supositorios estao descritos na tabela 12.

Tabela 12 — Resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de doseamento

do método 2
AMOSTRA AREA MEDIA TEOR MEDIO (%)
Base CM 877436 62,9
Base NA15 1223063 87,7
Base AS2X 1332757 95,5
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Houve melhora na extragdo, em relacdo ao método 1, para as bases NA15 e
AS2X. Enquanto a base CM continuou a apresentar menor teor que as demais bases.

Foi realizado um teste de recuperacao, utilizando o mesmo método, com os
supositorios de base pura, seguido de adi¢gao de 88 mg da dispersao de misoprostol
HPMC-1 % a fim de mimetizar a dose do supositério de misoprostol 800 ug. O teste
demonstrou excelente recuperagao do misoprostol nas trés bases testadas, sendo o
teor médio encontrado para base CM de 107,7 %, para NA15 de 108,0 % e para AS2X
de 104,9 %.

Esses resultados corroboram a ocorréncia de alguma ineficiéncia durante o
processo de extragao, visto que os supositérios de misoprostol 800 ug ndo chegaram
ao mesmo percentual, mesmo com as unidades produzidas com 20 % a mais de
dispersao de misoprostol HPMC-1 %, cujos teores médios encontrados foram de 86,2
% para base CM, 90,5 % para a base NA15 e 95,6 % para a base AS2X.

Acredita-se que tenha sido atingido o limite de extracdo do misoprostol das
respectivas bases com esse método, e nao foi possivel aumentar o volume do
solvente de extracdo devido a limitacdo da capacidade do rotor da centrifuga
disponivel. Mas, o desenvolvimento da metodologia seguiu devido as vantagens
observadas desse método em relacdo ao método 1, como o menor tempo de corrida
(15 minutos), menor gasto de solventes, menor quantidade de etapas e menor tempo
no preparo das amostras, além de maior eficiéncia da extracao.

A base CM nao foi usada nos proximos experimentos para desenvolvimento do

método, devido a sua performance ter sido sempre inferior ao desejado.

4.3.3 Doseamento - Método 3

Método adaptado das metodologias de doseamento das monografias da
Farmacopeia Japonesa de supositorios de indometacina e bisacodil, cuja composig¢ao
das bases nao é descrita (JP, 2016). Os métodos descritos utilizaram a mesma técnica
de digestdo para ambos os supositérios, através da fragmentagao das unidades num
"pool de amostras” onde foi retirada a massa pesada, essa massa que foi aquecida
em banho-maria com tetrahidrofurano a 40°C, agitada e diluida em solventes

diferentes para cada método.
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Na adaptacédo inicial dos métodos, foi preparado um pool de amostras dos
supositorios de misoprostol 800 ug das bases NA15 e AS2X, sendo 5 unidades
fragmentadas com bisturi e trituradas e homogeneizadas com gral e pistilo.

Massas do pool dos supositérios fragmentados equivalente a dose de 1,6 mg
foram extraidas com dois solventes diferentes, tetrahidrofurano e acetonitrila, sendo
adicionados sobre o pool de amostra 50 mL do respectivo solvente e colocado em
banho de aquecimento a 40°C até observacao do derretimento completo da massa.
Em seguida, as amostras foram agitadas no voértex por 1 minuto e diluidas na
proporcao de 1 mL de amostra para 10 mL de acetonitrila, com concentracao final de
0,0032 mg/mL.

As condicbes cromatograficas foram aproveitadas do método 2, conforme
descrito por Constantin e colaboradores (2013), visto que possuiam menor tempo de
corrida, em relacdo ao método 1, e com menor gasto de solventes. O tempo de
retencao do pico de misoprostol foi semelhante ao obtido no método 2 e entre os dois

solventes testados, em torno 3 minutos, conforme figuras 29 e 30.

Figura 29 — Cromatograma da amostra de solugdo SQR1 de misoprostol em acetonitrila do teste de
doseamento do método 3
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Figura 30 — Cromatograma da amostra de solugdo SQR1 de misoprostol em tetrahidrofurano do teste
de doseamento do método 3
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021)

Os resultados obtidos nesse primeiro experimento estdo demonstrados na tabela 13.

Tabela 13 — Resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de doseamento

do método 3
AMOSTRA SCE’;}’E%%E)’E AREA MEDIA | TEOR MEDIO (%)
Base NA15 Tetrahidrofurano 176748 99
Base AS2X Tetrahidrofurano 189539 106
Base NA15 Acetonitrila 186423 108
Base AS2X Acetonitrila 216724 125

Os resultados foram considerados satisfatérios em relacdo aos métodos
anteriores, haja vista os altos teores obtidos para ambos os solventes.

Contudo, as amostras preparadas com tetrahidrofurano precipitaram ao entrar
em contato com a acetonitrila da etapa da diluicéo final, sendo necessario aguardar
aproximadamente 30 minutos para decantar o material precipitado e retirar o
sobrenadante para filtrar em filtro seringa PVDF de 0,22 ym da marca Millex para vial,
se tornando translicido no primeiro momento, mas com precipitado no fundo apds
estabilizar na temperatura de 23°C do amostrador do HPLC. Além disso, as amostras
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em tetrahidrofurano apresentaram cromatogramas com muitos picos desconhecidos

para o mesmo pool de amostras extraidas em acetonitrila (figura 31).

Figura 31 — Sobreposicdo dos cromatogramas das amostras de supositério de misoprostol 800 ug da
base NA15 em acetonitrila (azul) e tetrahidrofurano (vermelho) do teste de doseamento do método 3.
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Desta forma, a adaptacdo do método seguiu apenas com a acetonitrila como
solvente de extragdo, sendo realizado diversos experimentos para verificar a
reprodutibilidade do método. Além de diversos testes com diferentes diluicdes e
concentracoes finais até alcangar o método final com pesagem de massa do pool de
supositérios equivalente a dose de uma unidade de 600 ug de misoprostol, extraido
com 20 mL de acetonitrila sob aquecimento e sem dilui¢cao final, conforme descrito no
item 3.2.3.3.
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Os resultados encontrados no ultimo teste para confirmagdo do método

realizado antes do inicio da validagdo estdo demonstrados na tabela 14.

Tabela 14 — Resultados das amostras de supositério de misoprostol 600 ug do teste de doseamento
do método 3

AMOSTRA AREA MEDIA TEOR MEDIO (%)
Base NA15 172564 92
Base AS2X 167401 90

O método se mostrou simples de executar, de facil extracdo e com poucas
etapas, além de ter reduzido o tempo de analise. O valor obtido no doseamento
mostrou um percentual abaixo de 100 %, mas ainda dentro da faixa de trabalho
desejada, dessa forma o método foi considerado adequado.

E importante ressaltar que a diminuigéo da dose final resultou na obtencdo de
percentual um pouco menor de teor, provavelmente devido ao fato de que quanto
menor a dose, que ja era bem baixa, mais dificil o processo de extragao do misoprostol
da forma farmacéutica. Contudo, usar massa correspondente a uma unidade
farmacéutica tem a vantagem de possibilitar a extrapolagdo do método para o teste de
uniformidade de conteudo, conforme a monografia de supositério de Bisacodil da
Farmacopeia Japonesa (JP, 2016).

O desempenho obtido para ambas as bases foi préximo, ndo sendo possivel

selecionar somente uma das bases para seguir para etapa de validagao.

4.4 Anadlise de desenvolvimento do método de dissolugao do supositério de
misoprostol

Diversos parametros de dissolugdo foram testados ao longo do

desenvolvimento. E os métodos estdo descritos a seguir.

4.4.1 Dissolugao - Método 1

O primeiro experimento foi conduzido com o aparato pa, com rotacado de 50
rom e meio de dissolugao de fosfato de potassio pH 7,2 (CONSTANTIN et al., 2013;
HORI et al., 2017; NICOARA et al., 2015; USP, 2021).
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Como o experimento foi realizado com os supositorios de 800 pg, o volume
selecionado foi de 500 mL para que a concentracéo final fosse de 1,6 ug/mL.

As coletas foram realizadas nos tempos de 10, 20, 30, 45 e 60 minutos, sem
reposi¢cao do meio. O volume retirado foi de 5 mL por coleta automatica (com filtro de
35 um) e 5 mL por coleta manual (sem filtro), a fim de compara-las. Seguida de uma
etapa de filtragao para o vial em filtro seringa PVDF de 0,45 um da marca Millex.

As condi¢cbes cromatograficas usadas foram iguais as utilizadas nos métodos
2 e 3 de doseamento e a solugéo SQR foi diluida com o meio de dissolugdo na mesma
concentragdo final da amostra de supositorio.

O experimento foi realizado com uma unidade de supositério, de cada tipo de
base, por cuba. E todos os supositorios ficaram flutuando (figura 32) e ndo afundaram,

evidenciado a necessidade de utilizagao de ancora.

Figura 32 — Cubas com amostras de supositorios de misoprostol 800 ug das bases NA15 e AS2X no
inicio do teste de dissolugdo do método 1

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

O supositorio da base CM nao se dissolveu e se manteve praticamente integro
no tempo total do teste, 60 minutos, conforme figura 33, enquanto os supositorios das
outras bases, mesmo flutuando, foram reduzindo de tamanho com o decorrer do

tempo, até derretimento total por volta de 20 minutos.
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Figura 33 — Cuba com amostra de supositério de misoprostol 800 ug da base CM apds término do
teste de dissolugdo do método 1

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Tal comportamento ja era esperado dada a sua faixa do ponto de fuséo ser
maior que a temperatura de 37°C empregada no banho de dissolugao
(GATTEFFOSE, 2019). Tal caracteristica poderia levar a um maior tempo para a
liberacdo da substancia ativa (HAAS; WOERDENBAG; SZNITOWSKA, 2015), que
nao era desejavel para a aplicagéo pretendida do misoprostol, que visa a interrupgao
do fluxo de hemorragia intra-uterina e para tal, necessita de uma ac¢ao rapida do
farmaco (FEBRASGO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2009b; OPAS, 2018b).

Os supositérios das bases NA15 e AS2X, que se derreteram totalmente,
apresentaram separagao de fases entre 6leo, oriundo da gordura da base, e a agua,
do meio de dissolugao (figura 34).

Figura 34 — Cuba com amostra de supositério de misoprostol 800 ug da base AS2X apoés término do
teste de di'ssolugéo do método 1

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Essa divisdo de fases fez com que a coleta das amostras nos tempos
determinados nao fosse uniforme. Assim, a quantificacido do ativo foi comprometida,
demonstradas pelas baixas concentracdes e alta variabilidade entre os resultados.
Desta forma, foram adicionados tensoativos no meio de dissolucido, tendo sido
testados lauril sulfato de sodio (tensoativo anidnico), classificado como hidrofilico por
ter valor de 40 HLB (hydrophiliclipophilic balance) e o polissorbato 80, que € um tipo
de tensoativo n&o-ibnico, menos hidrofilico, com valor de HLB igual a 15 (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; SILVA; VOLPATO, 2002).

O uso de tensoativo no meio de dissolu¢do em analise de supositorios foi
relatado por Realdon e colaboradores (2008), que observaram uma melhor dispersao
do farmaco no meio de dissolugdo mesmo em bases lipofilicas e por consequéncia,
uma maior liberagao do farmaco.

Foi importante também verificar a impossibilidade de utilizar coleta automatica,
devido a gordura da base que entupiu um dos canais, sendo necessario realizar uma
limpeza muito trabalhosa com agua quente e isopropanol apos o término da analise.
4.4.2 Dissolugao - Método 2

O experimento foi realizado com algumas alteragdes, como adicdo do
tensoativo, muito embora o farmaco misoprostol seja classe | (EMA, 2014), os
componentes das bases utilizadas no supositério sdo altamente lipofilicos
(GATTEFFOSE, 2019) e desta forma, foi necessario o uso do tensoativo para que o
farmaco pudesse ser extraido da parte oleosa da base para a fase aquosa do meio,
sem que ocorresse separagao das fases (ALLEN, 2007).

Para tal, foi selecionado o lauril sulfato de sddio na concentracao inicial de 1 %
(p/v) no meio de dissolugdo, sendo o tensoativo de primeira escolha, por ser
frequentemente usado para aumentar a hidrossolubilidade do farmaco, devido a sua
alta hidrofilicidade e por promover molhabilidade ao diminuir o &ngulo de contato entre
solvente e soluto (BROWN et al., 2004; FDA, 1997b; SILVA; VOLPATO, 2002). E
devido a formagao de espuma com pequenas bolhas causada pelo lauril sulfato de
sodio, o meio de dissolucéo foi desgaseificado em banho ultrassbnico e em seguida
foi colocado na cuba aproximadamente 1 hora antes da realizagdo do teste para

reducao das bolhas e assim evitar a incorporag¢ao de ar no meio.
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Foi testado também o aumento da velocidade de agitagdo de 50 para 75 rpm,
a fim de melhorar a hidrodinamica do processo de dissolugdo e a uniformidade da
dose coletada (ANVISA, 2021; HORI et al, 2017). Além disso, Nicoara e
colaboradores (2015), relatam em seu trabalho que obteve com aumento de 50 para
75 rpm maior taxa de liberacdo do farmaco, sendo inclusive superior a liberagao
encontrada com a cesta especifica para supositérios.

Foi realizada coleta de 5 mL manualmente com filtro de 35 um, acoplado a
canula de coleta, a cada tempo especificado, e utilizado nas unidades de supositério
ancora de teflon do tipo trés garras. Tal modelo foi empregado por ser a unica ancora
disponivel no SEFAR que comportava as medidas do supositorio, mas apesar de
conseguir afunda-los, ambos ficaram girando ao redor da pa, ao invés de estar no
fundo da cuba, conforme demonstrado na figura 35.

Figura 35 — Cuba com amostras de supositérios de misoprostol 800 ug da base NA15 no inicio do
teste de dissolugéo do método 2

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

As unidades de supositérios com as bases NA15 e AS2X desintegraram em
menos de 10 minutos, e da base CM em aproximadamente 50 minutos. O uso do
tensoativo lauril sulfato de sédio foi positivo, pois foi possivel observar uniformidade
entre as fases aquosa/oleosa na cuba, que permitiu aliquotas homogéneas e a
obtencéao de resultados coerentes e com baixa variabilidade entre os tempos de coleta
de cada tipo de base (ALLEN, 2007; NICOARA et al.,2015). O aumento da velocidade

de rotacdo para 75 rpm pode ter contribuido com a melhora da uniformidade da dose
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coletada e evitar resultados com tantas variagbes, pois deixou o meio mais

homogéneo (ANVISA, 2021). Os resultados encontrados estao descritos na tabela 15.

Tabela 15 — Resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de dissolugéo do

método 2
TEMPO DISSOLUGAO MEDIA (%)
(min) BASE CM BASE NA15 BASE AS2X
10 15,5 68,6 98,2
20 10,8 85,3 114,5
30 24,6 73,1 109,2
45 31,4 71,8 111,5
60 63,4 75,5 1071

Assim como o observado no desenvolvimento do método de doseamento, as
bases NA15 e AS2X apresentaram bom desempenho, enquanto a base CM seguiu
com o pior desempenho dada as suas caracteristicas.

O teste foi repetido, em condigdes semelhantes, no desintegrador a fim de
alcancar desintegracdo das unidades de supositério em menor tempo e por nao
necessitar de ancora nesse equipamento, visto que o modelo disponivel nao foi
adequado.

Foi observado no dia seguinte do experimento que todos os vials com amostras
filtradas em filtro seringa PVDF de 0,45 um da marca Millex ficaram com precipitado

no fundo.

4.4.3 Dissolugao - Método 3

O experimento foi realizado no equipamento desintegrador e para obter a
concentracéao final de 1,8 uyg foram empregadas 2 unidades de supositérios de 800
Mg, totalizando dose de 1600 pg, devido o volume obrigatério do equipamento ser de
900 mL.

Foi utilizado o mesmo meio de dissolugao, volume, filtro e tempo de coleta que

no experimento Dissolugao - Método 2 (item 4.4.2.), sendo a unica alteragao a filtragao
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final para vial em filtro seringa PVDF de 0,22 um da marca Millex, a fim de minimizar
0s precipitados encontrados.

As unidades de supositorio da base CM se desintegraram préximo ao tempo
final de 60 minutos, enquanto as unidades das bases NA15 e AS2X se desintegraram
em menos de 5 minutos. O uso do lauril sulfato de sédio na concentracédo de 1 % néao
foi adequado a esse equipamento pois gerou muita espuma (figuras 36 e 37) conforme

os aparatos se movimentavam e dificultou o processo uniforme do volume de coleta.

Figura 36 — Desintegrador com as amostras de supositérios de misoprostol 800 ug antes do teste de
dissolugéo do método 3

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Figura 37 — Desintegrador com as amostras de supositérios de misoprostol 800 ug depois do teste de
dissolugdo do método 3

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Os resultados encontrados estao descritos na tabela 16.

Tabela 16 — Resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de dissolugéo do

método 3
TEMPO DISSOLUGAO MEDIA (%)
(min) BASE CM BASE NA15 | BASE AS2X
10 quamiéﬁzado 83,3 103,8
20 15,0 89,7 112,1
30 13,5 87,8 112,9
45 29,8 89,9 112,7
60 57,1 94,4 112,6

Os resultados encontrados foram satisfatérios e préximos ao obtido no
experimento Dissolugédo - Método 2 (item 4.4.2.). Porém, acredita-se que a alta
dissolucao obtida pode ser devido a supressao da area da solugdo SQR diluida no
meio de dissolugédo tampao fosfato de potassio com lauril sulfato de sédio 1 %, pois
no experimento Dissolugao - Método 1 (item 4.4.1.), sem o tensoativo, a area média
obtida para a solugcao SQR foi de 119319, enquanto com 1 % do tensoativo no
experimento Dissolugao - Método 2 (item 4.4.2.), foi de 83560 e no presente método
foi de 80613.

Desta forma, devido a area média encontrada para a solugcdo SQR nesse
experimento ter sido ainda menor que a encontrada no experimento anterior, pode ter
sido gerado um falso resultado do percentual de dissolugdo das amostras de
supositorios acima de 100 % de dissolugao.

As amostras filtradas para o vial em menor micragem também apresentaram

precipitado no fundo.
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4.4.4 Dissolugao - Método 4

Teste realizado no dissolutor com 1 unidade de supositério, de cada tipo de
base, em volume de 500 mL, com aparato pa, rotagdo de 75 rpm e com ancora
adaptada em espiral de plastico inerte.

Foram feitos testes com diferentes proporgcdes do tensoativo lauril sulfato de
sédio no meio de dissolugédo em 0,5 % e 0,1 %, a fim de verificar a ocorréncia de
supressao da area da solugao SQR, avaliar a relagdo com o percentual dissolvido dos
supositérios e a relagdo com os precipitados encontrados no vial.

Os tempos de coleta utilizados foram os mesmos do experimento Dissolugéo -
Método 2 (item 4.4.2.), sendo coletado 5 mL manualmente com filtro de 35 ym e
filtrado para vial em filtro seringa PVDF de 0,22 um da marca Millex.

A ancora empregada nao conseguiu afundar as unidades da base CM (figura
38), que nao derreteu totalmente no tempo de 60 minutos. A unidade da base NA15
afundou rapidamente (figura 38) e derreteu em aproximadamente 5 minutos.
Enquanto a unidade da base AS2X afundou vagorosamente até alcangar o fundo da
cuba e demorou aproximadamente 30 minutos para derreter no meio com 0,1 % de

tensoativo e néo derreteu totalmente no meio com 0,5 %.

Figura 38 — Cubas com amostras de supositérios de misoprostol 800 ug das bases CM e NA15 no
inicio do teste de dissolugdo do método 4

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Os resultados encontrados estio descritos nas tabelas 17 e 18.

Tabela 17 — Resultados das amostras de supositorio de misoprostol 800 ug do teste de dissolugao do
método 4 com 0,1 % de tensoativo

TEMPO DISSOLUGAO MEDIA (%)
(min) BASE CM BASE NA15 | BASE AS2X
10 quarlw\iﬁ‘i%ado 813 73,5
20 15,3 71,3 82,6
30 14,2 73,9 88,1
45 13,3 76,8 89,4
60 13,5 62,4 97,1

Tabela 18 — Resultados das amostras de supositorio de misoprostol 800 ug do teste de dissolugao do
método 4 com 0,5 % de tensoativo

TEMPO DISSOLUGAO MEDIA (%)
(min) BASE CM BASE NA15 | BASE AS2X
10 10,2 56,3 14,8
20 11,6 57,5 39,1
30 12,8 55,2 38,0
45 19,7 71,6 24,7
60 14,8 61,2 25,3

Os resultados indicaram que a ancora interferiu no derretimento das unidades
de supositérios e por consequéncia, na dissolu¢gao das amostras, sendo a base AS2X
a mais afetada, e foi necessario recorrer a alguma outra forma de manter os
supositérios no fundo da cuba.

No teste com 0,1 % do tensoativo a area da solugdo SQR foi de 109796 e no
teste com 0,5 % de 87594, evidenciando a supressao supracitada, o que levou a
necessidade de realizar testes com outros tipos de tensoativos. A quantidade de

precipitados no fundo do vial foi reduzida com as novas proporg¢des do tensoativo.
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4.4.5 Dissolugao - Método 5

Teste realizado com alteragdo do volume de 500 mL para 400 mL, sendo a
concentracgao final em 2,0 ug/mL e testando o tampao fosfato de potassio pH 7,2 com
tensoativo polissorbato 80 em 0,1 % e 0,5 %. Os demais parametros de dissolugéo
foram mantidos conforme o experimento Dissolugao - Método 4 (item 4.4.4.).

Foram utilizadas &ancoras espirais confeccionadas em aco inoxidavel e

adaptadas para as medidas dos supositérios produzidos (figura 39).

Figura 39 — Ancora espiral de aco adaptada para os supositdrios

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

A ancora empregada conseguiu afundar e manter no fundo da cuba as
unidades de supositorios dos trés tipos de base. Ainda assim a unidade da base CM
se manteve integra até o final da dissolugdo provavelmente devido a sua faixa de
fusdo (GATTEFFOSE, 2019).

A base NA15 derreteu totalmente em 5 minutos e houve separacéo das fases
aquosa e oleosa (figura 40). Enquanto a base AS2X, que também derreteu em 5
minutos, ficou com aspecto turvo, possivelmente devido ao polissorbato da
composicdo da base AS2X acrescido ao polissorbato do tensoativo, ndo sendo
possivel observar a ocorréncia de separagao das fases (figura 40).
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Figura 40 — Cubas com amostras de supositérios de misoprostol 800 ug das bases NA15 e AS2X no
final do teste de dissolugdo do método 5

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Os resultados obtidos estdo demonstrados nas tabelas 19 e 20.

Tabela 19 — Resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 pg do teste de dissolugéo do
método 5 com 0,1 % de tensoativo

TEMPO DISSOLUGAO MEDIA (%)
(min) | BASECM | BASENA15 | BASE AS2X
10 quamﬁﬁ;a o 29,9 50,3
20 8.5 quar’:fti‘?i(t):ado 54,7
30 114 quamﬁga “ 57,2
45 11,1 47,3 57,1
60 10,7 50,2 56,1
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Tabela 20 — Resultados das amostras de supositorio de misoprostol 800 ug do teste de dissolugao do
método 5 com 0,5 % de tensoativo

TEMPO DISSOLUGAO MEDIA (%)
(min) BASE CM BASE NA15 | BASE AS2X
10 12,9 43,9 62,1
20 13,9 51,3 68,5
30 15,8 55,6 72,1
45 15,5 57,2 67,3
60 15,8 48,1 68,8

O uso do tensoativo polissorbato 80 n&o foi considerado satisfatério pelo
percentual dissolvido obtido para todas as bases e pela separacdo de fases que
acarretou na coleta nao uniforme do misoprostol e tempos de coleta que ndo puderam
ser quantificados. Provavelmente esse resultado deve-se a menor hidrofilicidade do
tensoativo, sendo necessario usar um tensoativo mais hidrofilico, como o lauril sulfato
de sddio, porém em meio de dissolugdo em que n&o ocorresse reacao entre os sais
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; SILVA; VOLPATO, 2002).

4.4.6 Dissolugcao - Método 6

O meio de dissolugao de tampéao fosfato de potassio foi alterado para tampao
fosfato de sddio no mesmo pH de 7,2, devido ao lauril sulfato de sodio reagir com o
potassio do tampao formando um sal que precipita em temperatura ambiente
(FONSECA, 2007; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; USP, 2021). Possivelmente por
conta dessa precipitacao ocorrida nos experimentos Dissolugao - Métodos 2, 3 e 4,
observou-se a supressao da area da solugdo SQR gerando um calculo erratico da
dissolucédo das amostras.

As demais condi¢des de dissolugao empregadas no experimento Dissolugao -
Método 5 (item 4.4.5.), foram mantidas e foi ainda testado a adigdo do tensoativo lauril

sulfato de sddio nos percentuais de 0,1 %, 0,5 %, 1 % e 2 %.
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O meio de dissolugdo com fosfato de sddio ndo gerou precipitagdo do

tensoativo lauril sulfato de sédio com o sal fosfato de sddio e as areas obtidas para as

solugdes SQR diluidas com as diferentes proporgées do tensoativo demonstraram

pouca variagao da area da solugdo SQR. Na cuba com 0,1 % do tensoativo a média

da area da solugcdo SQR foi de 151168, com 0,5 % foi de 154416, com 1 % foi de

154704 e com 2 % foi 149168. Provavelmente com esse meio de dissolugao foi
possivel obter resultados de percentuais dissolvidos das amostras mais acurados.

Os testes foram realizados com uma unidade de supositorio por cuba para cada

meio de dissolucao e por isso nao foi possivel fazer calculo do DPR% a cada tempo

de coleta. Os resultados obtidos estdo demonstrados nas figuras 41 a 44.

Figura 41 — Grafico com os resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de
dissolugdo do método 6 com 0,1 % de tensoativo

TAMPAO FOSFATO DE SODIO PH 7,2 COM
LAURIL SULFATO DE SODIO 0,1%

90,0
80,0
70,0
5600
250,0
40,0
n
$30,0
20,0
520, — L w———
10,0 /
0,0
0 20 40 60

TEMPO (MIN)
—i—Base CM —#—Base NA15 —&—Base AS2X

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Figura 42 — Grafico com os resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de
dissolugdo do método 6 com 0,5 % de tensoativo

TAMPAO FOSFATO DE SODIO PH 7,2 COM
LAURIL SULFATO DE SODIO 0,5%
100,0
90,0
80,0
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Figura 43 — Grafico com os resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de
dissolugéo do método 6 com 1 % de tensoativo

TAMPAO FOSFATO DE SODIO PH 7,2 COM
LAURIL SULFATO DE SODIO 1%
100,0
90,0
80,0
70,0

2 20,0 —

0 20 40 60
TEMPO (MIN)

—i—Base CM —#—Base NA15 —#&—Base AS2X

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Figura 44 — Grafico com os resultados das amostras de supositério de misoprostol 800 ug do teste de
dissolugéo do método 6 com 2 % de tensoativo

TAMPAO FOSFATO DE SODIQ PH 7,2 COM
LAURIL SULFATO DE SODIO 2%

Q 70,0 o~ . —1
Q 70,
< 60,0

10,0
0,0 —
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—@i—Base CM ——Base NA15 —&—Base AS2X

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).

Os resultados reforgcaram que nao havia possibilidade de emprego da base CM,
devido a sua performance com baixo percentual dissolvido em todos os testes de
dissolucéo realizados. A explicacéo para o fato € possivelmente devido a sua faixa de
ponto de fusdo com temperatura superior a temperatura corporal mimetizada pela
temperatura utilizada no banho de dissolugao, que provavelmente justifica o seu nao
derretimento total durante a dissoluc&o ao longo do tempo (GATTEFFOSE, 2019).

As curvas do perfil de dissolugao obtidas com o meio de dissolugao de tampéo
fosfato de sddio pH 7,2 com lauril sulfato de sd6dio com os percentuais de 0,1 %, 0,5
%, 1 % e 2 % demonstraram diferentes comportamentos de acordo com a base e com
a proporgao do tensoativo. Nas proporg¢oes de 0,1 % e 0,5 % do tensoativo foi possivel
observar uma pequena separagéo entre as fases, enquanto nas proporgdes de 1 % e
2 % né&o ocorreu.

Para as unidades de supositérios produzidas com as bases NA15 e AS2X pbde
ser observado no meio contendo 0,1 % do tensoativo, 79,4 % de dissolugdo maxima
de misoprostol com a base NA15 no tempo de 30 minutos, enquanto para a base
AS2X, a maior dissolugéo encontrada foi de 74,6 % em 45 minutos. Ao aumentar a

proporgcao para 0,5 %, a base NA15 alcangou um resultado um pouco menor, com
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71,1 5 % em 45 minutos e a base AS2X também reduziu a dissolugdo maxima para
70,8 % no mesmo tempo.

Com 1 % de tensoativo, os percentuais dissolvidos maximos para ambas as
bases aumentaram em menor tempo, sendo alcan¢ado 81,9 % para a base NA15 em
30 minutos e 85,7 % para base AS2X em 10 minutos, mas se mantendo por volta de
80 % ao longo de todo o tempo de dissolugéo.

Ao aumentar a proporc¢ao do tensoativo para 2 %, os resultados encontrados
foram menores do que os obtidos para 1 % e em maior tempo. Na base NA15 a
dissolucdo maxima obtida em 60 minutos foi de 75,0 % e para base AS2X 71,1 % em
45 minutos.

Por fim, entre as mesmas formulagdes ndo houve uma correlagéo direta %
dissolvido com o0 aumento da concentragao de lauril sulfato de sdédio. Ao avaliar todos
esses resultados, foi possivel observar que com a base NA15 todas as curvas de perfil
de dissolugao foram mais heterogéneas entre os tempos de coleta nas propor¢des de
0,1 %, 0,5 % e 1 % do tensoativo, com flutuagbées do percentual dissolvido ao longo
dos tempos de coleta variando de aproximadamente 50 % a 80 %.

As curvas do perfil dissolugao com a base AS2X, nas mesmas proporg¢oes de
tensoativo, demonstraram um perfil mais homogéneo, entre os tempos de coleta, se
mantendo o percentual dissolvido mais constante entre todos os tempos de coleta e
em percentuais maiores entre 70 % e 85 %, se mostrando, portanto, a base AS2X
possivelmente a mais adequada a liberacdo desejada para o misoprostol. Como
mencionado foi testada apenas uma unidade de cada, assim novos testes foram
necessarios para confirmar os resultados.

Os resultados obtidos com 2 % do tensoativo para as duas bases,
apresentaram perfil de curva heterogéneo, entre os tempos de coleta, e com valores
proximos entre si, que pode ter sido ocasionado pela maior proporcao de tensoativo
que diminuiu o poder discriminativo do método (ANVISA, 2021; BROWN et al., 2004).

De acordo com os resultados obtidos optou-se por empregar o meio de
dissolugdo contendo 1 % de lauril sulfato de sdédio, por proporcionar um meio
homogéneo apods a dissolugdo do supositorio, sem separagao entre as fases e sem
provocar grandes incrementos no % dissolvido quando comparado com o meio de

dissolugéo contendo 0,1 % de lauril sulfato de sodio. Novos testes foram realizados
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para confirmagao dos resultados obtidos. Seguiram nessa parte do trabalho as bases
NA15 e AS2X.

4.4.7 Dissolugao - Método 7

Este foi o ultimo teste realizado, antes do inicio da validacéo, para estabelecer
método final descrito no item 4.2.4. O teste foi realizado com 6 unidades do supositorio
de misoprostol 600 ug das bases NA15 e AS2X, com concentragao final das amostras

e da solugdo SQR de 2,0 uyg/mL. Os parametros de dissolugéo foram:

Aparato: pa com ancora de aco do tipo espiral;

Rotacdo: 75 rpm;

e Temperatura do banho: 37°C;

¢ Meio de dissolugao: tampao fosfato de sédio pH 7,2 com lauril sulfato de sédio 1%;
¢ Volume de meio: 300 mL;

e Tempos de coleta: 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos;

e Volume de coleta: 5 mL;

¢ Tipo de coleta: manual com filtro de 35 um;

¢ Filtracado para o vial: com filtro seringa PVDF de 0,45 pm da marca Millex.

O volume do meio selecionado de 300 mL estava acima do minimo de 250 mL
(ANVISA, 2021) e foi uma modificagdo importante para manter a concentragao final,
com a nova dose do supositério, dentro das limitagdes do método junto ao HPLC em
relacado ao limite de quantificagdo observado até o momento e ainda para mimetizar o
baixo volume dos fluidos retais (AULTON; TAYLOR, 2016; JANNIN et al., 2014).

Foram acrescidos os tempos de coleta em 5 e 15 minutos para acompanhar de
forma mais adequada o processo de derretimento da unidade e liberacido do farmaco.

As coletas foram realizadas em um ponto especifico entre o fundo da cuba e a
superficie do meio e sem contato com a pa em movimento (figura 45).
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Figura 45 — Ponto de coleta na cuba com volume de 300 mL de meio de dissolugédo
i :

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
Os resultados obtidos para o perfil de dissolugéo para as bases NA15 e AS2X

estdo demonstrados na figura 46.

Figura 46 — Grafico com os resultados das amostras de supositério de misoprostol 600 ug do teste de
dissolugéo do método 7
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2021).
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Os resultados obtidos indicaram mais uma vez maior dissolugdo com a base
AS2X, em relacdo a NA15, e uma liberacdo adequada de ambas com 1 % do
tensoativo no meio de dissolucéo.

A alteragao do volume e concentragao final foi considerada satisfatéria para
ambas as bases, dado o percentual de dissolugdo alcangado maior que 80 % para
ambas as bases ja em 10 minutos de dissolu¢do, demonstrando a rapida liberagéo do
misoprostol sob a forma farmacéutica de supositério, 0 que € uma caracteristica
desejavel para o uso pretendido para o supositorio de misoprostol (FEBRASGO, 2010;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009b; OPAS, 2018b). Além disso, método tem preparo
relativamente simples e é de facil execucéo.

O desempenho superior obtido com a base AS2X pode ser justificado por sua
composi¢ao, em relacao as outras bases testadas, por apresentar a faixa do ponto de
fusdo mais préxima a temperatura corporal de 37°C e por seu alto valor de hidroxila.
Segundo Jannin e colaboradores (2014), os grupos de hidroxilas livres da base
interferem na sua capacidade de interacdo com a agua e, desta forma, podem
aumentar a taxa de dissolugcao do farmaco.

A presenca do tensoativo polissorbato em sua composi¢ao pode também ter
contribuido, pois Hanaee e colaboradores (2004), sugerem que o polissorbato
presente na base pode diminuir a tensao interfacial entre o supositério e o meio de
dissolucao e desta forma, aumentar a dispersibilidade da base e com isso aumentar
a taxa de liberagao do farmaco da base. Também foi encontrada maior liberagdo do
farmaco com a base AS2X no trabalho conduzido por Berko e colaboradores (2002).
Mas ainda assim, as duas bases (NA15 e AS2X) seguiram para a etapa de validagao

da metodologia desenvolvida.

4.5 Andlise de validagdo do método de doseamento do supositério de

misoprostol

A validagao de doseamento foi conduzida com o método desenvolvido
conforme o item 3.2.3.3.
Os testes foram conduzidos com as unidades selecionadas a partir do peso

médio das amostras de supositorios de misoprostol 600 ug da base NA15 (Lotes
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P2111082, P2111083, P2111084 e P2111085) e da base AS2X (Lotes P2111086,
P2111087, P2111088 e P2111089) e com os supositorios de HPMC da base NA15
(Lote P2108068) e da base AS2X (Lote P2108069).

4.5.1 Seletividade/ Especificidade

A seletividade foi comprovada através da analise dos cromatogramas das
solugdes do branco da amostra (solugao diluente) e do placebo (supositério de HPMC)
que nao identificaram a presenga de picos que apresentem no mesmo tempo de
retencao do pico principal do analito (misoprostol), conforme demonstrado nas figuras
47 a 49.

Figura 47— Cromatograma da amostra de branco (solugéo diluente) do teste de seletividade do
método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Figura 48 — Cromatograma da amostra de supositdrio placebo (base NA15) do teste de seletividade
do método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).
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Figura 49 — Cromatograma da amostra de placebo (base AS2X) do teste de seletividade do método
de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

A analise visual do tempo de retengao, em 3,2 minutos, e do formato dos picos
da solucao SQR de misprostol e das amostras de supositorios de misoprostol 600 g,
evidenciou que n&o havia deformagdo ou irregularidades que indicassem uma
possivel coeluicdo de outros picos com o do analito a ser dosado, conforme o

demonstrado nas figuras 50 a 52.

Figura 50 — Cromatograma da amostra de solugdo SQR de misoprostol do teste de seletividade do
método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).
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Figura 51 — Cromatograma da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base NA15) do teste de
seletividade do método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Figura 52 — Cromatograma da amostra de supositorio de misoprostol 600 ug (base AS2X) do teste de
seletividade do método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

A especificidade foi demonstrada somente pela da analise de pureza
cromatografica/ pureza de pico, que é uma técnica avaliativa para deteccao de
coeluicdo de possiveis impurezas com o pico principal do analito, realizada pelo
detector de arranjo de fotodiodos (DAD) que gera espectros UV-Visivel (BRASIL,
2017a; PAPADOYANNIS; GIKA, 2004). Como n&o foi possivel a obtengdo das
impurezas, nao foram avaliadas.

O teste foi realizado com auxilio do software EZChrom Elite (Verséo 3.3.2) do

detector de arranjo de fotodiodos do cromatoégrafo Merck-Hitachi Lachrom Elite, que
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realizou varredura, na faixa de 200 a 400 nm e tragou os espectros no UV do pico do
farmaco misoprostol.

A primeira analise realizada foi a similaridade do pico, que avalia o inicio, meio
e fim do pico do espectro de absor¢do no UV gerado em cada tempo (SNYDER et al.,
1997). A partir da analise visual dos cromatogramas obtidos para solugdao SQR de
misoprostol e amostras de supositorios de misoprostol 600 ug (figuras 48, 49 e 50)
verificou-se que os espectros podiam ser sobrepostos em seu tempo de retengao (3,2
minutos) demonstrando que o pico principal era atribuido a um s6 farmaco e que nao
havia presenga de interferentes (SNYDER et al., 1997).

A segunda analise, de pureza do pico, foi realizada através do grafico do tipo
‘ratiogram”, construido pelo software, que plota a razdo entre as absorbancias, em 2
comprimentos de onda, em fung¢ao do tempo de corrida. A razdo deve ser menor que
1 e o grafico deve ter a forma retangular, a fim de mostrar que a razdo € uma constante
(SNYDER et al., 1997). Nas figuras 53, 54 e 55 é possivel observar para solugdao SQR
de misoprostol e amostras de supositérios de misoprostol 600 ug graficos do tipo
‘ratiogram” retangular, mostrando que a razao foi constante e com alto indice de

similaridade, com indice de pureza de 1.

Figura 53 — Pureza de pico da amostra de solugdo SQR de misoprostol do teste de seletividade do
método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).
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Figura 54 — Pureza de pico da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base NA15) do teste de
seletividade do método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Figura 55 — Pureza de pico da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base AS2X) do teste de
seletividade do método de doseamento

Purity Report
All named detected peaks

Multi-Chrom 1 (1: 202 nm, 4 nm)

1 111 I — — o010 Peak ret. time: 3.21 Min
§ £ Peak name: Misoprostol
5 0% 00 = Total purity: 1.000000
* o000 Looon °
a1 32 33 34
Mirnles

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Com os resultados obtidos foi possivel afirmar que o método é seletivo e
especifico para o farmaco misoprostol. Por se tratar de base lipofilica com muitos

componentes, foi de grande importancia desses parametros.
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4.5.2 Linearidade
A linearidade foi determinada através da analise visual da curva média de

concentragao versus area. A curva média foi preparada a partir de trés curvas padréao

preparadas com 5 pontos cada, com concentragdes de 7,5 a 35 pg/mL (figura 56).
Figura 56 — Curvas de calibragéo do teste de linearidade do método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Os parametros médios provenientes das curvas estao descritos na tabela 21.

Tabela 21 — Resultados das curvas de calibragéo do teste de linearidade do método de doseamento

CURVAS | INTERCEPTO | MEDIA |INCLINAGAO | MEDIA gg:;:g_'ﬁg;g MEDIA
1 5283,89 6381241813 0,9999
2 946948 7696,23 | 71370642,14 | 67591530,14 |  0,9998 0,0998
3 8335,33 61483705,03 0,0998

A analise de regresséao linear pelo método dos minimos quadrados, para as
trés curvas preparadas, apresentou coeficientes de correlacdo superiores a 0,999,
demostrando baixa dispersao dos dados e alta correlagao linear. Enquanto os valores



135

de inclinagdo (coeficientes angulares) foram significativamente diferentes de zero

(RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2017a).
Foi realizada também, a avaliagdo da homocedasticidade pelo teste de

Cochran. Os resultados obtidos estao descritos na tabela 22.

Tabela 22 — Resultados da homoscedasticidade do teste de linearidade do método de doseamento

N;&EL IXERIEZA DP VAR(Iéz?CIA S?%max Ccac | C1aBs% | Ccac <C1as
25 502967 39227 1,5E+09 32745209944,567 | 0,3989 0,6838 SIM
50 998409 82193 6,8E+09
80 1604709 | 137775 1,9E+10

100 2012488 | 148519 2,2E+10

120 2396432 | 180956 3,3E+10

Através da anadlise de variancia pelo teste F, os dados foram considerados
homocedasticos porque o C calculado obtido foi menor do que C tabelado, usando um
nivel de significancia de 5 %. Desta maneira, pdde-se afirmar com 95 % de confianga
que o método ¢é linear (BRASIL, 2017a; CALLEGARI-JACQUES, 2009).

Foi feita ainda a analise de dispersao dos residuos através do calculo do erro
relativo percentual (% ERP), que compara a concentragao obtida experimentalmente
com a concentragdo nominal, sendo os dados obtidos apresentados em um grafico de
dispersdo para avaliagdo dos valores dos erros em fungdo da concentragcao
(FRANCISCO, 2008; PINTO, 2018). Os resultados obtidos indicam maiores desvios
das concentragdes proximas ou iguais ao limite inferior da curva de calibragéao,

conforme figura 57.



136

Figura 57 — Grafico de distribuicdo % ERP versus concentragao da andlise de dispersao do teste de
linearidade do método de doseamento

GRAFICO DE DISPERSAO DOS RESIDUOS

30,0
20,0
10,0

0,0

0,0000 0,0100
10,0 TS IS

% ERP

4

-20,0 L 4
L 4 4

-30,0

0,0300 0,0400
* L 4 L 2
* * *

CONCENTRACAO (mg/mL)

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022)

A analise estatistica para verificar a homocedasticidade dos resultados obtidos

foi realizada conforme descrito por Francisco (2008), através do calculo empregando

a razao entre as variancias das concentragcdes limites da curva de calibragdo e do
teste F para um nivel de confianga a 95 % (BRASIL, 2017a; FRANCISCO, 2008;

PINTO, 2018). O valor calculado (Fcalc) foi menor do que o F encontrado na tabela

(Ftab) indicando que a homoscedasticidade foi cumprida, conforme tabela 23.

Tabela 23 — Resultados da analise de dispersao do teste de linearidade do método de doseamento

F caLc F tAB 5%

F cacc < F 1a8

2,13E+01 6,39

SIM

4.5.3 Precisao

O teste de precisao foi realizado com os supositérios das bases NA15 e AS2X,

e avaliado segundo os valores do DPR (%) apresentados na tabela 24 e 25.
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Tabela 24 — Resultados do teste de precisdo da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base
NA15) do método de doseamento

AMOSTRA MASSA DA AREA TEOR TEOR MEDIA DPR
AMOSTRA (mg) MEDIA (mg/mL) (%) (%) (%)
AM1 2157,76 1431227 0,4433 73,89
AM2 2153,90 1457580 0,4523 75,39
AM3 2158,75 1471815 0,4557 75,95
76,3 2,2
AM4 2158,56 1491162 0,4617 76,96
AM5 2160,13 1495374 0,4627 77,12
AM6 2156,97 1523908 0,4722 78,70

Os resultados obtidos para os supositorios de misoprostol 600 ug da base
NA15 mostraram teores abaixo do minimo almejado de 90 %, conforme os testes de
doseamento das monografias de supositorios das Farmacopeias Americana e
Japonesa (JP, 2016; USP, 2021). Dessa forma, ficou evidente que havia um problema
de extragdo, mesmo com DPR (%) adequado, ou ainda na sua produgdo manual e
por isso, 0s supositorios dessa base ndao seguiram nos testes seguintes da validagao,
uma vez que os resultados de teor nao foram satisfatorios.

Tabela 25 — Resultados do teste de precisdo da amostra de supositorio de misoprostol 600 ug (base
AS2X) do método de doseamento

AMOSTRA MASSA DA AREA TEOR TEOR MEDIA DPR
AMOSTRA (mg) MEDIA (mg/mL) (%) (%) (%)
AM1 2220,39 1730342 0,5472 91,20
AM2 225243 1988091 0,6198 103,29
AM3 2218,62 1846263 0,5843 97,39
94,8 5,1
AM4 2230,81 1728590 0,5441 90,68
AM5 224272 1757642 0,5503 91,71
AM6 2239,68 1804008 0,5656 94,26

Os resultados dos supositérios de misoprostol 600 pug da base AS2X
apresentaram teores dentro da faixa 90 — 110 % (JP, 2016; USP, 2021) e com o DPR

(%) de 5,1 %, menor que a especificagdo de 7,3 %, estabelecida a partir da
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concentracdo final da solugdo (AOAC, 2016). O método proposto possuiu
repetibilidade adequada, sendo aprovado para precisdo (BRASIL, 2017a).

Acredita-se que a base AS2X apresentou melhor desempenho com o farmaco
misoprostol devido a sua composi¢ao, com maior valor de hidroxila, faixa de ponto de
fusdo e presenca do tensoativo polissorbato, conforme discutido no desenvolvimento
do método de dissolugéo no item 4.4.7.

Foi ainda realizado um teste de precisado intermediaria, somente para a base
AS2X, sendo as amostras preparadas sob as mesmas condi¢cdes por outro analista

(analista b) e os resultados obtidos descritos na tabela 26.

Tabela 26 — Resultados do teste de precisao intermediaria da amostra de supositério de misoprostol
600 pg (base AS2X) do método de doseamento

ANALISTA B ANALISTA A
AMOSTRA DPR a8 (%)
MASSAAM | AREA | TEOR | TEOR | MEDIA | DPR | .o (%) CUMULATIVO
(mg) MEDIA | (mg/mL)| (%) (%) (%) ?
AM1 2279,98 | 1746721 | 0,5572 | 92,86 91,20
AM2 2277,20 | 1734515| 0,5539 | 92,32 103,29
AM3 2270,25 | 1767394 | 0,5662 | 94,36 97,39
92,8 0,9 3,7
AM4 2283,63 | 1750863 | 0,5576 | 92,93 90,68
AM5 227351 | 1726248 | 0,5522 | 92,03 91,71
AM6 2277,36 | 1736422 | 0,5545 | 92,42 94,26

Os resultados de DPR encontrados para os supositorios de misoprostol 600 ug
da base AS2X, indicaram a reprodutibilidade do método, devido ao grau de
concordancia obtido entre os analistas, sendo possivel afirmar que a metodologia
proposta era precisa.

4.5.4 Limite de quantificacao

A partir das curvas de calibragao dos farmacos, obtidas no teste de linearidade
(4.5.2.), foram estimados os limites tedricos de detecgédo (LD) e o limite de
quantificacdo (LQ) do método, conforme o calculo descrito na RDC n°® 166/2017. No

qual, o LQ é calculado por 10 vezes o desvio padrao do intercepto das 3 curvas de
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calibracao divididos pela média de inclinac&o das trés curvas de calibracdo. Enquanto
para calcular o LD, o desvio padrao do intercepto € multiplicado por 3,3 e dividido pela
média de inclinagdo (BRASIL, 2017a).

O resultado encontrado para LD foi de 0,10 pyg/mL e do LQ de 0,32 pg/mL.

ApOs estabelecer os limites teoricos, foi realizado o teste de linearidade com
trés curvas padrao com concentragdes de 0,5 a 3,0 uyg/mL, a fim de se estabelecer o
LQ experimental, adequado ao método e de acordo com o HPLC disponivel.
A curva de linearidade com as médias obtidas esta demonstrada na figura 58 e os

resultados obtidos na tabela 27.

Figura 58 — Curvas de calibragéo do teste de linearidade no nivel do LQ do método de doseamento
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).
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Tabela 27 — Resultados das curvas de calibragcdo do teste de linearidade no nivel do LQ do método

de doseamento

- = 2 COEFICIENTE 2
CURVAS INTERCEPTO MEDIA INCLINACAO MEDIA CORRELACAO MEDIA
1 5283,89 62082572,69
0,9995
2 9469,48 794,45 70508917,87 | 66295745,28 0,9990
0,9998
3 8335,33 60032305,1054
0,9978

A anadlise de regresséo linear seguiu os mesmos critérios de avaliacdo

utilizados no teste de linearidade descrito no item 4.5.2. O teste foi considerado

aprovado por terem sido obtidos coeficientes de correlacdo superiores a 0,999 e
valores de inclinagao diferentes de zero (BRASIL, 2017a; RIBANI et al., 2004). A

avaliacdo da homocedasticidade por Cochran, cujos resultados estdo descritos na

tabela 28, resultou na confirmacéo de que os dados eram homocedasticos porque o

C calculado foi menor do que C tabelado.

Tabela 28 — Resultados da homocedasticidade do teste de linearidade no nivel do LQ do método de

doseamento
NIVEL I\:ER[éI:‘ DP VAiISAZ?CIA S2max Ccacc | C 1aB 5% ¢ c::c;< ¢
1 33453 3009 9,1E+06 244617733,600 | 0,3907 | 0,5612 SIM
2 49303 4430 2,0E+07
3 64866 5151 2,7E+07
4 81269 7823 6,1E+07
5 95563 | 11114 1,2E+08
6 129606 | 11897 | 1,4E+08
7 196922 | 15640 2,4E+08

A analise de dispersao dos residuos demonstrou desvios positivos e negativos

das concentragdes, conforme figura 59.
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Figura 59 — Grafico de distribuicdo % ERP versus concentragdo da andlise de dispersao do teste de
linearidade no nivel do LQ do método de doseamento
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Os resultados descritos na tabela 29, comprovaram a homoscedasticidade.

Tabela 29 — Resultados da analise de dispersao do teste de linearidade no nivel do LQ do método de

doseamento
F caLc F 1B 5% F caLc <F 1a8
2,70E+01 4,28 SIM

ApoOs realizar o teste de linearidade do LQ foi possivel estabelecer o LQ
experimental, de 1 ug/mL, através de um teste de precisdo com o preparo de 6 réplicas

de amostras, conforme os resultados disponiveis na tabela 30.

Tabela 30 — Resultados do teste de precisdo no nivel do LQ do método de doseamento

, CONC. - ,
AMOSTRA | REA | EXPERIMENTAL RECU'?.',;?AGAO M(E/D)'A [(’.,7')‘
(mg/mL) . . 2
AM1 63186 0,00096 94,10
AM2 63466 0,00096 94,51
AM3 65069 0,00099 96,90
97,9 3,2
AM4 67340 0,00102 100,28
AM5 67139 0,00102 99,98
AM6 68181 0,00103 101,54
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O valor do DPR entre as replicatas da solugdo amostra encontrado foi menor
que 11 %. O percentual de recuperacao entre a concentracdo média experimental e a
respectiva concentragdo tedrica estava dentro do intervalo de 80 — 110 %,
estabelecido a partir da concentragao final da solugdo (AOAC, 2016).
O sinal-ruido é calculado pelo software EZChrom Elite (versdo 3.3.2) do
cromatografo Merck-Hitachi Lachrom Elite, e a média de sinal-ruido obtida foi de 50,
sendo 13 a menor relagao encontrada para a amostra 3, conforme figura 60.

Figura 60 — Cromatograma com calculo do sinal-ruido da amostra 3 do teste de precisdo no nivel do
LQ do método de doseamento

Amostra: PR LQ A3_Rep Vol. Inj.: 20 mcL Vial: 6
100 100
80+ 80
60+ &0
40+ 40
20 % 20
F]
A =
o A e - H
0 i 2 a : 5 6 T 8 9 10
Minutes
1: 202 nm, 4 nm
Results
Retention Time Name Area SIN (6 sigma)
328 Misoprostol 64680 13

Os resultados de sinal-ruido obtidos foram aprovados no critério da RDC n°
166/2017 (BRASIL, 2017a) de ser no minimo 10:1.

Portanto, é possivel afirmar que o método proposto apresentou sensibilidade

adequada as concentragdes empregadas no metodo proposto.

455 Exatidao

A exatidao foi calculada pelo procedimento de adicdo padrao em trés niveis de

concentragdo da solugdo SQR de misoprostol na solugdo placebo (supositério de
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HPMC da base AS2X), conforme descrito no item 3.2.5.5. Os resultados estédo

apresentados na tabela 31.

Tabela 31 — Resultados do teste de exatiddo do método de doseamento

C‘()o/':)c' REPLICA ngglgA QERSQ EXPECRcl)l\"fllgNTAL RECU'?,',ZF;AGAO RECLI;’IPEEDRIQQAO '?,;;‘
(mg/mL) (mg/mL) (%)

1 0,0244 | 1561835 0,0243 99,5

80 2 0,0246 | 1564416 0,0244 98,9 101,9 4,7
3 0,0243 | 1676521 0,0261 107,4
1 0,0306 | 1935447 0,0301 98,6

100 2 0,0308 | 1956062 0,0305 98,9 98,5 0,4
3 0,0304 | 1913993 0,0298 98,1
1 0,0367 |2410013 0,0375 102,3

120 2 0,0370 | 2374200 0,0370 100,0 100,7 1,4
3 0,0365 | 2332959 0,0363 99,6

Os resultados de percentual de recuperacdo referem-se a razdo entre

concentracado experimental e a concentragéo tedrica. E as médias obtidas para cada
nivel foram aprovadas, por estarem compreendidas no intervalo de 80 - 110% (AOAC,
2016).

Para cada nivel de concentracao, também foi avaliada a variabilidade entre as
réplicas, sendo o teste considerado aprovado por apresentar DPR menor que 7,3%
(AOAC, 2016). Portanto, de acordo com os resultados obtidos, pode-se verificar que
a metodologia aplicada foi capaz de medir com exatidado o farmaco misoprostol na

presenca de outros componentes da solugao placebo.

456 Robustez

A robustez da metodologia proposta deve mostrar seguranca em relagéo as
possiveis variagcdes dos parametros estabelecidos no método. Esse ensaio foi
realizado com alteragdo no paradmetro de fase movel, a fim de avaliar o

comportamento do pico de misoprostol para solucdo SQR e amostra de supositério
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somente da base AS2X. O mesmo vial foi injetado com fase movel nas proporgdes de
62 % de acetonitrila/ 38 % de agua, com 58 % de acetonitrila/ 42 % de agua e a do
método, utilizada na validagéo, com 60 % de acetonitrila/ 40 % de agua. Os resultados

obtidos foram préximos entre si, indicando que o método era robusto, conforme

demonstrados na tabela 32.

Tabela 32 — Resultados do teste de robustez do método de doseamento

FASE AREA MEDIA | AREA MEDIA RETTE&?Z\O TEMPO RETENGAO
MOVEL SQR AMOSTRA ; AMOSTRA (min)
SQR (min)
60/40 1987162 1300488 3,2 3,2
62/38 1948972 1298212 3,0 3,0
58/42 1957014 1399918 3,5 3,5

Ao longo do desenvolvimento muitos parametros foram avaliados € ja inseridos
ao longo do trabalho, uma vez que, a robustez perpassa todas as etapas.
Os resultados da validagao foram adequados e cumpriram os critérios estabelecidos.
Dessa forma, o método se mostrou eficaz para ser empregado na analise de

doseamento do misoprostol na forma farmacéutica de supositérios.

4.6 Andlise de validagao do método de dissolugao do supositéorio de

misoprostol

A validacgao de dissolugao foi conduzida com o método desenvolvido conforme
item 4.4 e realizada com o método descrito no item 3.2.4.
Os testes foram conduzidos com as unidades selecionadas a partir do peso médio
das amostras de supositorios de misoprostol 600 ug somente AS2X (Lotes P2111086,
P2111087, P2111088 e P2111089) e com os supositérios de HPMC da mesma base
(Lote P2108069), uma vez que as amostras da base NA15 foram excluidas dessa

etapa por conta das limitagdes analiticas encontradas na validacdo do doseamento.

4.6.1 Seletividade/ Especificidade

A comprovacgédo da seletividade do método se deu através da analise dos

cromatogramas obtidos para solugao diluente e do placebo com supositério de HPMC
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da base AS2X, ndo sendo identificada presenca de picos no mesmo tempo de

retencdo do misoprostol, em 3,4 minutos, conforme demonstrado nas figuras 61 e 62.

Figura 61 — Cromatograma da amostra de branco (solug¢ao diluente) do teste de seletividade do
método de dissolucao
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Figura 62 — Cromatograma da amostra de placebo (base AS2X) do teste de seletividade do método
de dissolucao
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Também pela analise visual da solugcdo SQR de misprostol e da amostra de
supositorios de misoprostol 600 pg da base AS2X foi observado que n&o havia
irregularidades ou deformagbes no formato dos picos, indicando que nao havia
coeluicao de outros picos com o do misoprostol, conforme o demonstrado nas figuras
63 e 64 (PAPADOYANNIS; GIKA, 2004).

Na analise da pureza de pico das mesmas amostras, foi possivel observar que
os espectros obtidos eram sobreponiveis, sendo, portanto, o pico principal atribuido a

um s6 farmaco sem a presencga de interferentes. Os graficos do tipo “ratiogram’”
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obtidos estavam com o formato retangular e alto indice de similaridade proximo a 1,

comprovando a especificidade do método (SNYDER et al., 1997).

Figura 63 — Cromatograma e pureza de pico da amostra de solu¢gdo SQR de misoprostol do teste de
seletividade do método dissolugéo
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).
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Figura 64 — Cromatograma e pureza de pico da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base
AS2X) do teste de seletividade do método de doseamento dissolugao
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Portanto, o método proposto demonstrou ser seletivo e especifico para o
farmaco misoprostol.

4.6.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada a partir do preparo de trés curvas
com 5 pontos cada, com concentracdes de 0,5 a 2,5 upg/mL. A analise visual da
curva meédia obtida esta demonstrada na figura 65.
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Figura 65 — Curvas de calibragéo do teste de linearidade do método de doseamento de dissolugédo
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Os parametros médios provenientes das curvas estdo descritos na tabela 33.

Tabela 33 — Resultados das curvas de calibragédo do teste de linearidade do método de dissolugao

CURVAS | INTERCEPTO | MEDIA | INCLINAGAO | MEDIA ggs;LTEg;g MEDIA
1 2308,55 66958975,92 0,0998
2 264,85 1510,70 | 6416035373 | 65559664,83 0,0991 0,0993
3 1958,70 69685422,11 0,9989

A anadlise de regressao linear, para as trés curvas preparadas, apresentou
coeficientes de correlagdo superiores a 0,999 e coeficientes angulares diferentes de
zero (BRASIL, 2017a; RIBANI et al., 2004).

A homoscedasticidade foi avaliada com os mesmos critérios utilizados no
doseamento, resultou em C calculado menor do que C tabelado, sendo os dados
considerados homocedasticos (BRASIL, 2017a; CALLEGARI-JACQUES, 2009). E os

resultados obtidos estio descritos na tabela 34.
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Tabela 34 — Resultados da homocedasticidade do teste de linearidade do método de dissolugao

N:\;SL I}:ERIEZA DP VATQ';CIA S$%max Ccac | C1aBs% | Ccac <C 1aB
25 32750 2258 5,1E+06 66258243,467 0,5606 0,6838 SIM
50 66466 1231 1,5E+06
75 101025 5571 3,1E+07
100 134860 3780 1,4E+07
125 169157 8140 6,6E+07

Foi possivel afirmar com esses resultados obtidos que o método foi linear.
A analise de dispersdo dos residuos demonstrou maior quantidade de desvios

positivos, do que negativos, das concentragdes, conforme figura 66.

Figura 66 — Grafico de distribuicdo % ERP versus concentragao da andlise de dispersao do teste de
linearidade do método de dissolugao
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022)

A homoscedasticidade foi comprovada conforme os resultados descritos na
tabela 35.

Tabela 35 — Resultados da disperséo do teste de linearidade do método de dissolugéo

F caLc F 1AB 5% F cacc <F 1a8

1,30E+01 6,39 SIM
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4.6.3 Precisao

O teste de preciséo foi realizado com os supositorios da base AS2X em dois
tempos de coleta, em 15 e 30 minutos, pois é esperado que a forma farmacéutica de
supositorio libere o ativo imediatamente (AMIN et al., 2021). Esses tempos foram
escolhidos, embora o unico método de dissolucdo de supositério descrito na
Farmacopeia Americana, para Indometacina supositorio, indique 60 minutos e da
Farmacopeia Internacional indique 30 minutos para misoprostol comprimido como os
tempos maximos que devem ser dissolvidas a quantidade minima de substancia ativa
(Ph. Int., 2020; USP, 2021). Os resultados obtidos estdo descritos nas tabelas 36 e
37.

Tabela 36 — Resultados do teste de precisdo da amostra de supositdrio de misoprostol 600 ug (base
AS2X) no tempo de 15 minutos do método de dissolugéo

CONC.
AMOSTRA | AREA MEDIA | EXPERIMENTAL | % DISSOLVIDO | MEDIA (%) | DPR (%)
(mg/mL)
C1 122937 0,0019 92,9
Cc2 122287 0,0019 92,4
C3 120893 0,0019 91,3
90,1 2,7
C4 118364 0,0018 89,4
C5 115357 0,0018 87,1
C6 115873 0,0018 87,5

Tabela 37 — Resultados do teste de precisédo da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base
AS2X) no tempo de 30 minutos do método de dissolugao

CONC.
AMOSTRA | AREA MEDIA | EXPERIMENTAL | % DISSOLVIDO | MEDIA (%) | DPR (%)
(mg/mL)
Cc1 126364 0,0019 95,4
Cc2 127043 0,0020 96,0
C3 125742 0,0019 95,0
92,2 3,9
C4 117917 0,0018 89,1
C5 125742 0,0018 89,0
Cc6 117336 0,0019 88,6
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As amostras de supositorios de misoprostol 600 pg da base AS2X obtiveram
DPR (%) menores que a especificacdo de 11% em ambos os tempos de coleta
(AOAC, 2016), demonstrando que o método possui preciséo e repetibilidade.
O teste de precisao intermediaria foi realizado por outro analista (analista B),
para verificar a reprodutibilidade do método, gerou os resultados descritos nas tabelas
38 e 39.

Tabela 38 — Resultados do teste de precisao intermediaria da amostra de supositério de misoprostol
600 pg (base AS2X) no tempo de 15 minutos do método de dissolugao

ANALISTA B ANALISTA A
DPR a8 (%)
AMOSTRA
AREA EXPECRCI’“':ENT AL % MEDIA | DPR TEOR CUMULATIVO
- ) o, o,
MEDIA " DISSOLVIDO | (%) (%) (%)
c1 109070 0,0017 81,6 92,9
c2 112792 0,0017 84,4 92,4
c3 115221 0,0018 86,2 91,3
85,0 2,2 3,9
c4 114521 0,0017 85,7 89,4
c5 116367 0,0018 87,0 87,1
cé6 113656 0,0017 85,0 87,5

Tabela 39 — Resultados do teste de precisédo intermediaria da amostra de supositério de misoprostol
600 pg (base AS2X) no tempo de 30 minutos do método de dissolugéo

ANALISTA B ANALISTA A
DPR a-8 (%)
AMOSTRA Cone CUMULATIVO
AREA . % MEDIA | DPR TEOR
mepia | EXPERIMENTAL | piocsoivibo | (%) | (%) (%)
(mg/mL)
c1 111315 0,0017 83,3 95,4
c2 115062 0,0018 86,1 96,0
c3 116461 0,0018 87,1 95,0
86,3 2,1 4,6

c4 117762 0,0018 88,1 89,1
c5 117498 0,0018 87,9 89,0
(o] 114248 0,0017 85,5 88,6
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Os resultados de DPR encontrados, para ambos os tempos de coleta, estdo
dentro do limite de 11 %. Desta forma, € possivel afirmar que o método apresenta

reprodutibilidade e precisao.

4.6.4 Limite de quantificagédo

A partir das curvas de calibragdo dos farmacos, realizado no teste de
linearidade (4.6.2.), foram estimados os limites tedricos de LD de 0,05 ug/mL e o LQ
de 0,16 pg/mL conforme o calculo descrito na RDC n° 166/2017 (BRASIL, 2017a).

Contudo, ndo foi possivel determinar experimentalmente o LQ devido a
limitagdo do HPLC disponivel, visto que o método de dissolugdo ja possuia baixa
concentragado (2 pg/mL) e o menor ponto preparado no teste de linearidade (0,5
pg/mL) era menor do que o LQ do método de doseamento (1 pg/mL), que foi feito no

mesmo equipamento e sob as mesmas condigdes cromatograficas.

4.6.5 Exatidao

Os resultados da exatidao foram executados por adicdo padrao de solugdo

SQR de misoprostol na solugdo placebo em trés niveis de concentracdo. Os

resultados estao apresentados na tabela 40.

Tabela 40 — Resultados do teste de exatidao do método de dissolugao

CONC. | pepiica | TEGRICA | AREA | expeRiMERTAL | RECUPERAGAO| peciperacao| PR
(mg/mL) (mg/mL) (%)

1 0,00051 | 35748 0,00055 107,5

25 2 0,00051 | 35469 0,00054 105,8 102,5 6.9
3 0,00053 | 31215 0,00048 94,4
1 0,00153 | 94800 0,00145 95,0

75 2 0,00154 | 97065 0,00149 96,5 94,2 2,9
3 0,00152 | 90687 0,00139 91,2
1 0,00201 | 126512 0,00194 95,1

100 2 0,00205 | 131445 0,00201 98,0 95,3 2,7
3 0,00203 | 122955 0,00188 92,9
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Os resultados encontrados para média de recuperacdo, em cada nivel de
concentragdo, foram aprovados por estarem com DPR menor que 11% e
compreendidos no intervalo de 80 — 110 %. (AOAC, 2016), sendo, portanto, o método

proposto aprovado para exatidao.

4.6.6 Robustez

O teste de robustez da metodologia proposta nao foi realizado, visto que foi
realizado na validacdo do teste de doseamento, com as mesmas condigdes

cromatograficas, conforme item 4.5.6.

4.7 Analise de doseamento do supositorio de misoprostol

Os resultados do teste realizado com os mesmos lotes de supositérios de
misoprostol 600 ug da base AS2X utilizado na validagdo do método. Os resultados

estao descritos na tabela 41.

Tabela 41 — Resultados da amostra de supositorio de misoprostol 600 ug (base AS2X) no ensaio de

doseamento
MASSA DA AREA TEOR TEOR | MEDIA DPR
AMOSTRA | AMOSTRA (mg)| MEDIA | (mg/imL) | (%) (%) (%)
AM1 2361,09 1801529 | 0,5604 93,4
AM2 2349,09 1859456 | 0,5814 96,9 98,5 3,0
AM3 2381,85 1927855 | 0,5945 99,1

O teste foi aprovado no critério de teor, por estar compreendido na faixa de
90,0 — 110,0 %, faixa adequada a formas farmacéuticas em geral que inclusive
constam nos testes de doseamento das monografias de supositérios das
Farmacopeias Americana e Japonesa (JP, 2016; USP, 2021).

A tabela 42 apresenta, com o mesmo método, o primeiro estagio do teste de
uniformidade de conteudo com 10 unidades, conforme o descrito na Farmacopeia
Brasileira (FB, 2019).
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Tabela 42 — Resultados da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base AS2X) no ensaio de
uniformidade de contetido doseamento

AMOSTRA AREA AREAMEDIA |TEOR (mgig) m"‘""'.: TEOR % MEDIA | %) DPR %

1703714 o o

AMA 3T 1665046 0,404 830
1745678 .

7 73

Amz 1754801 1750240 0517 862
1570548 s . -

AN TITT 1875140 05543 924
1851486 . o eana

AN4 1804413 1827955 10,5407 90,1

AME 13;;:1; 1682584 0,5003 834
T o.5z28 i e 48

AME oy 1EDE0S1 04006 80,1
1705064

AMT . 05514 i
LT 1TOTES 05314 BE &
165040 . N

AME e 1855753 05485 91.4
1TES4E0 R . ;

AMS TTEaTed 171627 05237 873
1621588 . &

AM1D 96559 1795409 05107 284

O teste obteve DPR (%) satisfatério, mas os teores obtidos foram menores do
que os obtidos no ensaio do doseamento e estdo abaixo do minimo de 90%. Essa
diferenga deve ter sido ocasionada por deficiéncia na extragdo, uma vez que o ensaio
de uniformidade foi realizado com uma unidade integra do supositério e ndo de um
pool de unidades maceradas. Outra possibilidade é que a producao das unidades de
supositérios por processo totalmente manual tenha sido a responsavel, uma vez que
Kalmar e colaboradores (2014), relataram que a produgdao nao automatizada pode
gerar problemas na uniformidade de conteudo.

Esse teste, é dividido em dois estagios que séo avaliados pelo calculo do valor
de aceitacdo (VA) descrito na Farmacopeia Brasileira pela equacao:

VA=|M-X]|+ks
Onde:
X : média dos conteutdos individuais (x1, x2,..., Xn), expressa como porcentagem da
quantidade declarada.
K: constante de aceitabilidade (se n = 10, entdo k = 2,4; se n = 30, entédo k = 2,00.
S: desvio padrao da amostra.
T (usado para calcular o M): média dos limites especificados na monografia individual
para a quantidade ou poténcia declarada, expressa em porcentagem.
M: quando T <101,5
Se 98,5% < X £101,5%, entdo M = X (VA = ks)
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Se X <98,5%, entdao M = 98,5%
Se X >101,5%, entdo M =101,5%

quando T >101,5

Se 98,56 <X <T, entdo M = X (VA =ks)
Se X <98,5%, entdo M = 98,5%
SeX>T,entdo M =T

Para ser considerado aprovado no estagio 1, o VA deve ser menor ou igual a
15,0 (FB, 2019). Desta forma, o teste foi reprovado, pois o valor de aceitacdo obtido
foi de 20,9 e deveria seguir para o estagio 2 com repeticdo do teste com mais 20
unidades, o VA passa a ser de 25,0. Porém, ndo havia mais disponibilidade de
unidades com peso médio dentro da especificacdo para realizagao do teste, que nao

pode ser realizado.

4.8 Analise de perfil de dissolugao do supositério de misoprostol

Com o método de dissolucio desenvolvido e validado, foi realizado o teste de
perfil de dissolugdo com os mesmos lotes de supositérios de misoprostol 600 ug da
base AS2X utilizados na validacdo e com 3 unidades do medicamento referéncia
Prostokos® 200 pug comprimido vaginal, por cuba, a fim de mimetizar a dose de 600
Mg. Foi realizada a coleta nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30 e 45 minutos, com inclusao
do tempo de 45 minutos para avaliagao da liberagdo do medicamento referéncia, haja
vista que os unicos métodos de dissolucdo encontrados para o0 misoprostol
comprimido oral utilizam tempo de coleta de 30 minutos (MEHTA et al., 2010; Ph. Int.,

2020). Os resultados obtidos estdo apresentados nas tabelas 43 e 44.
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Tabela 43 — Resultados da amostra de supositério de misoprostol 600 ug (base AS2X) no ensaio de
perfil de dissolugao

MISOPROSTOL 600 ug SUPOSITORIO

"Ny | oissotvibo | PPR()
5 76,36 6,68
10 85,71 4,54
15 87,04 3,21
20 86,80 2,97
30 87,06 3,00
45 87,72 3,30

Tabela 44 — Resultados da amostra de supositério de Prostokos® 200 ug comprimido vaginal no
ensaio de perfil de dissolugéo

PROSTOKOS® 200 pg COMPRIMIDO VAGINAL

“winy | oissolvibo | DPR(%
5 59,38 7,07
10 82,02 2,04
15 85,85 1,55
20 86,68 157
30 86,88 128
45 87,19 138

O teste de perfil de dissolugdo nao foi realizado para comparagao das duas
formulacdes, e sim para avaliar o perfil de liberagdo de cada uma delas em condicdes
que mimetiza o misoprostol administrado por via retal.

A Farmacopeia Brasileira determina que em caso de inexisténcia do método
farmacopeico deve ser desenvolvido um método pela empresa solicitante do registro
e reforga a importancia do teste no desenvolvimento de formulagcbes para conhecer
seu funcionamento (FB, 2019).

Foi avaliado o (Q) que a Farmacopeia Brasileira define como “quantidade
dissolvida em tempo infinito” descrito para formas farmacéuticas sdlidas orais de
liberagéo imediata de (Q) maior que 75 % + 5 % de 15 a 45 minutos, de acordo com
cada bibliografia (EMA, 2017; FB, 2019; FDA, 1997a; SIEWERT,1996; USP, 2021).
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Os critérios estabelecidos para o teste de dissolugao das formas sélidas orais
podem também ser aplicados no desenvolvimento de ensaio de liberacao in vitro das
formas farmacéuticas especiais, como supositorios (FONSECA, 2007;
SIEWERT,1996; SIEWERT et al., 2003).

O valor do (Q) utilizado como critério de aceitacdo também foi baseado no teste
de dissolugado da monografia de indometacina supositério da Farmacopeia Americana,
sendo o valor de Q de 75 % (USP, 2021).

Desta forma, a avaliagdo dos resultados obtidos para as duas amostras se deu
pelo (Q) + 5 % estabelecido de 75 % em 15 minutos, sendo atingido pelas duas
formulacdes testadas, além de alcancar os critérios estabelecidos para dissolugao
muito rapida, que é dissolugao maior ou igual a 85 % em 15 minutos e DPR inferior a
20 % nos trés primeiros pontos de coleta e 10 % nos demais pontos (BRASIL, 2010;
FB, 2019). E possivel observar na figura 67, que o supositdrio alcanca esse percentual

de dissolugdo em 10 minutos, em relagdo ao comprimido vaginal.

Figura 67 — Curva do perfil de dissolugdo comparativo do supositério de misoprostol 600 ug (base
AS2X) versus Prostokos® 200 ug comprimido vaginal
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Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Pode ser observado que o supositorio atinge mais rapidamente a liberagao do

misoprostol no fluido retal simulado. Esse inicio rapido de acédo € essencial para o
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efeito pretendido de interrup¢cdo do fluxo de hemorragia no menor tempo possivel
(FEBRASGO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2009b; OPAS, 2018b).

Deve ser levado também em consideragao o conforto proporcionado pela forma
farmacéutica, a fim de alcancar maior adesao ao tratamento, pois o misoprostol é
administrado para o tratamento da HPP por 3 ou 4 unidades de comprimidos de 200
g consecutivos para alcangar a dose de 600 ug ou 800 ug (FIGO, 2012; MINISTERIO
DA SAUDE, 2009b; WHO, 2018), enquanto com a forma farmacéutica de supositérios
de misoprostol 600 ug proposta, sera necessario administrar somente 1 unidade e que
além de tudo é apropriada para a via retal.

No contexto do Brasil, onde somente ha disponibilidade do comprimido vaginal
Prostokos® 200 ug (ANVISA, 2015), foi possivel fazer um comparativo das dimensées

das duas formas farmacéuticas, conforme demonstrado nas figuras 68 e 69.

Figura 68 — Comparativo de medidas do supositério de misoprostol 600 ug versus Prostokos® 200 ug
comprimido vaginal

Fonte: (PROPRIO AUTOR, 2022).

Portanto, a forma farmacéutica de supositério de misoprostol 600 ug
provavelmente ocasionara menor desconforto nas pacientes, por ocupar menor
espacgo e ser anatomicamente compativel com a cavidade retal em relagdo aos

comprimidos.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pdde-se concluir que:

e A base Suppocire® AS2X, do fabricante Gattefossé, apresentou com o farmaco
misoprostol o melhor desempenho nas validagdes de doseamento e dissolucéo,

provavelmente em fungcdo da sua composi¢ao contendo o tensoativo polissorbato.

e O método cromatografico (CLAE) utilizado para analise quantitativa dos
supositérios demonstrou parametros de validacdo adequados a analise de
doseamento e de dissolugdo do misoprostol na presenga dos componentes da base

lipofilica Suppocire® AS2X do fabricante Gattefossé.

e A melhor extracdo de misoprostol das bases lipofilicas testadas foi obtida com

acetonitrila em banho-maria a 40°C para o método de doseamento.

e O meio de dissolugado de tampao fosfato de sédio pH 7,2 com lauril sulfato de
sédio a 1 % foi o mais adequado com o aparato pa na velocidade de 75 rpm e ancora

adaptada em espiral de aco.

e Aformulagdo desenvolvida de supositério de misoprostol 600 ug foi adequada em
relacdo ao teste de doseamento e dissolucdo, testes importantes no controle de
qualidade. O teste de variacdo de peso e uniformidade de conteudo nao foram
adequados, mas pode ter sido devido a deficiéncia na extracdo e/ou pelo processo

manual de preparo dos supositérios, que podem ser ajustados.

e Os perfis de dissolugdo obtidos para o supositério de misoprostol 600 ug e
Prostokos® 200 ug comprimido vaginal, apresentaram percentual de dissolugdo
semelhantes a partir de 15 minutos, onde ambos sdo enquadrados pela legislagao
como de liberagdo muito rapida. Porém, nos primeiros pontos de coleta o supositorio
apresentou maior percentual de dissolucgao.
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e O supositério de misoprostol 600 ug apresentou como vantagens, em relagao ao
comprimido vaginal, liberacdo mais rapida do IFA e possibilidade de gerar menor

desconforto para as pacientes.

e O trabalhou demonstrou ser viavel o desenvolvimento da forma farmacéutica de
supositorio de misoprostol e de métodos adequados para futuro emprego no controle
de qualidade. Nesse trabalho ndo houve tempo habil para desenvolver o método de
impurezas organicas para compor a monografia de controle de qualidade do produto

acabado, tornando-se uma perspectiva futura.
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ANEXO A

Misoprostol Dispersion

DEFINITION
Misoprosisl Dispersion is a mixture of Miseprosted and Hypremellsse, i containg NLT 95.0% and NMT 104.0% of the labeled arvoum of

misaprestal (€, H,00).

IDENTIFICATION
= A Uermavionuet Ansosreon
Perform beth Procadare 1 and Pracadure 2.
Procadurne 1
Medium: Methanol and water [4:1)
Sample salution: Nominally 16 pg/mL of misoprosted in Medium prepared as follows. Dissalve the amaount of Missprostal
Dispersion, equivalent to 400 g of misoprostal, in 25 mil of Medium.
Blank: Prepare a solution of hypromellose in Medium having the sarme concentration as in the Sample solution.
Analysis: Determine UV absorption spectrum of Sample solution against the Slamk fram 330-230 nm.
Acteplance criteria 1: |1 exhibits no raxirmum near ZB0 nm.
Procadure 2
Medium: Methanol and 1 N patassivm hydroacide (4:1)
Sample solution: hdd 10 mL of Medivm ta 10 mL of the Sample solution prepared frarm Pracedars 1. Allow 1o stand for 30 min &t
raam 1Emperatune,
Blank: Add 10 mL of Medvam to 10 ml of the Blank prepared Tram Procedure 1. Allow 1o stand for 30 min el rooen temperature.
Analysis: Determine UV absorption spectrum of Sample solution against the Slamk fram 330-230 nm.

Acteplance criteria 2: |1 exhibitz a raxirnurm neaar 2BD nim.
=B, The retertion time of 1he major peak of the Sample solutian cormeapands 1o that of the Standard salidion, as oblaned in the Azeay.

ASSAY

* Procemune

| More= During addition of water to a salutien of misoprostal in isopropyl aleohol, an exathermic reaction takes place. After each
addition of water, inwert the flask 1o mix isopropyl alcahol and wates. Allow the solution 1o cool to room temperature bedare the final

dilutien]
Buflfer: 1.36 g/L of manchasic potassium phosphate in water, adjusted with phospharic acid te a pH of 3.0 2 001

Mabile phase: lsogropyl alcabed and Buffer (27:73)
Standard stock selution: 0.5 ma/mL of USP Misoprastiol BS in isaprapyl alsahal. [ More= This salution is stable up ta 28 days when

stared 815 +3°]
Standard solution: 0.1 mg/mL of ISP Misaprasial BS in water fram Standard slock sefution. [ MoTe= This salution is stable up ta 7

days when stored at 51 3"

Sample solution: Norninally 0.1 rg/mL of misoprostol prepared as follows. Place an amourt of Misoprostol Dispersion, equivalent to

abaut 10 Fg of migaprostal, inta & 100-mL valursetric lask, and add 25 mL of isoprapyl aloohol. Shake to disperse the solid, place

the alution inan iee bath, ewir, and allow to ool far 10 rmin. Carefully add about 70 mL of water, preiously chilled in a refrigeratos,

remive from the ice bath, and shake. Sonicate as necessary at 8 lermperature nat exceeding 20°. Equilibrate to reorm temperature,
dilute witl wiater 1o volurme, and immediately soal the salution ta 5°. | Mare= This solutian is stable up to 7 days when stored at 5+
]
Chromatographic system
(See Chramatogranhy (621}, Syatemn Switabdify.)
Mode: LT
Detector: LN 205 nim
Column: 4.6-mrm # 15-cr 5-um packing L7
Temperatures
Column: 50 1 27, the Mobile phase must be preheated prios o introduction on the calumn
Autosampler: 51 3"
Flaw rate: 1.5 mil/min
Injection volume: 100 UL
System suitability
Sample: Stancand salutian
| Mare= USP Misaprasiol BS contains 12-spimisaprostal a8 a mines cemponent. The relative retention times for 1 2-epimisoprostol
and migaprasiol ane 084 and 1.0, respectively]
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ANEXO A

Suitability requirements
Resolution: NLT 2.7 batwesn 12-spirmisoprostol and misoprostol
Relative standard deviation: NMT 1.0%
Analysis
Samiples: Standard solution and Sample salutian
Caleulate the pescentage of the labeled amount of miseprestel (T, H, 0. in the portian of Misoprastol Dispersion taken:

Result = {r Jr) % {C,/C,) = 100
r = peak responae from the Sample solition
[J = peak responaze fram the Standarg salufian
C. = eoncentration of USP Misoorastol RS in the Standand safution (rg'mL)

C,  =nominal concentration of migaprostal inthe Sample solition (ma/fmL)

Agceptance criteria: 95.0%-104.0%

IMPURITIES
+ QRnaNI: [MPUSITES
[ Move= During the addition of water to a solution of misoprastol in isopropyd alcohel, an exothermic reaction takes place. After each
addition of water, invert the flask 1o mix sopropyl alcabed and wates. Allow the sohition 1o tool b room temperature befare the final
dilution]
Bulfer, Mobile phase, Standard solution, Sample salution, and Ch tographic system: Proceed as directed in the Azeay.
Diluent: Isopropyl aleahol and water (27.73)
Blank: Pregare a sohution of hypromeBase in the Diuent having the sarme concentralion as in the Sample salution.
Diluted standard solution: 0.5 pg/mb of LSP Mizoarostal RS in Diluent from Standard solutian
Sensitivity solution: 0.7 pg/mbL of USP Misoprostal BS in Dduent from Diluted standand solution
System suitability
Samples: Standard selution and Sersitiily salution
Suitability requirements
Resalution: MLT 2.7 between 12-epimisoprostiol and misoprostol, Standard solution
Signal-ls-noise ratie: NLT 10, Sensilivity solution
Analysis
Samiples: Sample solution, Blank, and Difuted standard soluition
Calculate the percentage of any individual inpuarity in the portion of Misoprostol Dispersion taken:

Result = {1 jr.} = (G40, ) (1/F) » 100

r, = peskresponse of any individwal imgurity from the Sample solutian

T = peak response of misoprostol frarm the Diluted standard safutian

C. = concentration of USP Miscarostel RS in the Diled standend safution {pgdml)
¢, =nominal concaniration of misoprastal inthe Sample solition (pgdmL)

F = relative response factor (see Tabla T)

Acesptance criteria: See Table | Disregard a peak froem the Difvent, eluting &1 abaut 4 rin, and any other peak sbasrded in the Slank.

Table 1
Acceptance Criteria, NMT

Name Relative Retention Time Relstive Response Faclor (%)
- 12-Epimisoprostiol 0B - =3
. s-Epimisaprastal’ 050 0.90 050
. Misaprastel 1.0 - -
- B-Type misoprosial® 1.6 .78 030
. A-Type mizoprostald 18 26 0.50

hitpstanine. wspnl.comiuspnidocument™ _GUID-B171 3053-1941-44BA-ADEF-AD15FEZCCEBZ_1_en-USTsourcesTOC



176
ANEXO A

Acceptance Criteria, NMT

Naime Relative Retention Time Relative Response Factor (%)
Ay ather individual imgurity - 1.0 0.
Total impurities - - 1B

" Thisis & process impurity in the menulaciunng of misoprostal. 1 is contredled in the misoprostol, which is the staring raterial
far the Misoprasiol Dispersion. This impusity is imnchuded in the table for entification caly, and it is not o be reported or nchuded in
the total impusities for the Misoprostol Dispersion.

" Mathyl (15428, 3R)-3-hydroxy-2-[{E)-4-hydrey-4-rethyl-1 -octenyll- S-oxoeyelopantansheptanoate,

o (E}Mettyd T-[2-(d-hydroey-d-methyloct-T-enyl)-S-axocyelopent-1-ery | heptanoate.

7 mathyl 7 1R%,25%)-2J(E)-a-hydroxy-a-metlyloct-1-enyl]-S-oxocyclopert-3-enylheptancate,

SPECIFIC TESTS
+ Wiaren DeTessamamen, Method 15(921)
Sample: 300 g
Analysis: Perform the test immediately after apening the sample container. Use the evaparation lechnigue in which water is released
and evaporated frarm the Sample by heating it in an extemal aven at 105" and translerring It ts the reaction cell with the aid of an
iner gas.
Acceptance criteria: MMT 1.0%

ADDITIONAL REQUIREMENTS

» Packasio axp Steance: Preserve in tight containers, protected from light, and store in a redrigerator.

» Laneuma: The kabel states that this articke 18 not intended for direst administration to humans o animels. Label it to indicate the
naminal conceniration of percentage of misoprostol in the Misoprostal Dispersian.

* USP Rercpence Stasosncs (11}
USP Missnmstal BS

Amdllary Informadion- Pleage chieck oo your question in the FAQE beru'ecnmactlng LIEP.

Topic/Question Contact Expert Committes
MISOPROSTOL MSPERSION Behnaz hAknasi CHM32015 Chermécal Medicines
Saientifie Liaisan Monagraphs 3
ch arap - e Dirishass
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