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RESUMO

FONSECA, Erika B. Avaliacdo dos Produtos de Degradacdo em Comprimidos de
Sinvastatina: Estudo de Estabilidade e Validacdo de Método. 115f. 2012. Dissertacao
Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Induastria
Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2010.

As estatinas séo substancias que reduzem os niveis lipidicos no sangue, sendo
a hipercolesterolemia o fator causal da aterosclerose, doencas coronarianas dentre
outras. Devido ao alto indice do distirbio na populacéo brasileira, as estatinas sdo
usadas como tratamento de primeira escolha, por serem mais seguras e eficazes.
Sendo que duas estatinas (a atorvastatina e a sinvastatina) fazem parte da
RENAME e sinvastatina incluida no programa “Aqui tem farmacia popular”. Devido a
ampla utilizacdo da sinvastatina, faz-se necesséaria a avaliacdo da qualidade dos
medicamentos, sendo relevante o conhecimento de sua estabilidade quimica e fisica
até o fim de seu prazo de validade. O monitoramento de produtos de degradacgéo faz
parte desta avaliacdo e é necessaria a implementacdo de metodologias analiticas
validadas de pesquisa destas impurezas na rotina dos estudos de estabilidade. Além
disso, é essencial o desenvolvimento continuo de formulagbes melhoradas para
garantir a disponibilidade, eficacia e seguranca do farmaco. A maioria das técnicas
descritas na literatura sdo usadas para quantificar o teor de sinvastatina e seus
metabdlitos no sangue. Os compéndios oficiais disponibilizam apenas metodologia
para a quantificacdo de produtos de degradacdo na matéria-prima. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a formacdo de produtos de degradacdo na formulacdo de
comprimidos durante o prazo de validade. Para isto, foram propostas a adaptacédo e
a validacdo da metodologia da Farmacopéia Americana da matéria-prima. O método
proposto empregou coluna cromatografica C18 e fase mével constituida de de
solucdo de &cido fosférico e acetonitrila misturados por gradiente de eluicdo com
tempo total de corrida de 13 minutos. O fluxo empregado foi de 3 mL/min. e
deteccdo UV/VIS a 238 nm. A metodologia apresentou resultados satisfatérios de
especificidade, linearidade, precisédo, exatidao e robustez. O estudo de estabilidade
foi conduzido numa condi¢cdo controlada de temperatura e umidade (30°C, 75%
U.R.) ao longo do prazo de validade e demonstrou que néo ha formagéo ou aumento
dos niveis dos produtos de degradacéao na formulacdo de comprimidos.

Palavras chave: Estatinas. Hipercolesterolemia. Produtos de degradacéo.
Estabilidade. Validacao.



ABSTRACT

Statins are substances that reduce blood lipid levels, being
hypercholesterolemia the causative factor of atherosclerosis, coronary heart disease
among others. Due to the high rate of the disorder in the population, statins are used
as first-line treatment because of are their safety and effectiveness. Two statins
(atorvastatin and simvastatin) are part of RENAME and simvastatin is included in the
program “"Here's pharmacy popular'.Due to the wide use of simvastatin, it is
necessary to evaluate the quality of drugs being relevant knowledge of their chemical
and physical stability until the end of its shelf life. The monitoring of degradation
products and is part of this assessment an it is necessary to implement validated
analytical methodologies in the routine of stability studies. Furthermore, it is essential
to continuing development of improved formulations for the availability, effectiveness
and safety of the drug.Most techniques described in literature are used to quantify
the amount of simvastatin and its metabolites in blood. The official compendia only
provide methodology for quantification of degradation products in raw material.The
aim of this study was to evaluate the formation of degradation products in tablet
formulation during the shelf life. For this, was proposed adaptation and validation of
the methodology of the American Pharmacopoeia of the raw material. The proposed
method employed C18 chromatographic column and a mobile phase consisting of a
phosphoric acid solution and acetonitrile mixed by gradient elution with a total run
time of 13 minutes. The flow was 3 ml / min. and detection UV / VIS at 238 nm. The
methodology presented satisfactory specificity, linearity, precision, accuracy and
robustness.The stability study was conducted in a controlled condition of temperature
and humidity (30 ° C, 75% RH) during the shelf life and showed no training or
increased levels of degradation products in tablet formulation.

Keywords: statins, hypercholesterolemia, degradation products, stability, validation
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INTRODUCAO

O colesterol € uma molécula lipidica presente nas membranas celulares e
possui um papel importante na sintese dos hormonios esteréides, dos sais biliares e
da vitamina D (NELSON e COX, 2005). Para ser transportado, liga-se a proteinas
sanguineas classificadas de acordo com sua densidade: a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e a lipoproteina de alta densidade (HDL). Entretanto, a elevacgao
dos niveis plasmaticos de colesterol de baixa densidade (LDL-colesterol) (= 160
mg/dL), a reducado dos niveis de colesterol de alta densidade (HDL-colesterol) (< 40
mg/dL) e também o aumento de trigliceridios (TG) (= 200 mg/dL) sao fatores de risco
para eventos cardiovasculares, sendo esta a principal causa de morbidade e
mortalidade no mundo (GOODMAN e GILMAN, 2003).

Em 2002, 16,7 milhdes de pessoas morreram no mundo em decorréncia de
doencas cardiovasculares, sendo que as doengas cardiacas coronarianas foram as
principais responsaveis por 7,2 milhdes das mortes. Nos Estados Unidos, cerca de
215.000 pessoas morrem a cada ano de doenca cardiovascular, além do surgimento
de 650.000 novos casos de infarto do miocérdio (EXECUTIVE, 2001) .

Em 2011, reconhece-se que as doencgas cardiovasculares continuardo sendo
a principal causa de morte no mundo, cerca de 7,3 milhdes/ano, nimero que devera
superar 23,6 milhdes até 2030 (WHO, 2011), especialmente na América Latina, onde
cerca de 40% das mortes ocorrem durante os anos mais produtivos de vida
(BRASIL, 2011).

No Brasil, as doencas nao transmissiveis sdo responsaveis por 72% de
mortes, sendo que as doencgas cardiovasculares, como infarto, acidente vascular
encefélico, insuficiéncias cardiaca e renal ou morte subita, correspondem a 31,3%
(300 mil casos/ano) deste total, contra 16,3% de mortes causadas por cancer. Estas
doencas afetam individuos de todos os niveis socioecondmicos e, mais
especificamente, aqueles que pertencem a grupos vulneraveis, como 0s idosos e as
pessoas com baixo nivel educacional e econémico (BRASIL, 2011).

Estima-se que a reducéo de 10% da taxa de mortalidade causada por doenca
isquémica do coracdo e acidente vascular encefalico geraria uma economia
estimada em US$ 25 bilh&es por ano para os paises de baixa e média renda (LIM,
2007; SMITH, 2012).

A dislipidemia, hiperlipidemia ou hipercolesterolemia € a presenca de niveis
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elevados de lipidios no sangue e é resultado de um distarbio na sintese e na
degradacdo das lipoproteinas plasmaticas. A hiperlipidemia pode ser causada por
fatores genéticos ou ambientais ou uma combinacédo destes, e € considerada fator
causal da aterosclerose, doenca cardiaca coronariana, doenca cerebrovascular
isquémica e doenca vascular periférica (CARVALHO e CAMPO, 2007).

Para todos o0s casos de pacientes hiperlipidémicos, recomendam-se
mudancas no estilo de vida, como dieta hipolipémica, exercicio fisico, controle de
peso, tabagismo e controle da pressédo arterial. Entretanto, quando a mudanca no
estilo de vida néo é suficiente e quando ha mais fatores de risco associados, torna-
se necessaria a terapia medicamentosa (PICON, 2002).

Diante destes fatores, a industria farmacéutica desenvolveu uma série de
farmacos que reduzem o colesterol: os derivados do acido fibrico, derivados do
acido nicotinico, resinas biliares, inibidores da absor¢cdo do colesterol biliar e
dietético (ezetimibe) e as estatinas. As estatinas sdo os agentes mais bem tolerados
e mais efetivos para o tratamento da dislipidemia (GOODMAN e GILMAN, 2003).

As estatinas sao inibidores competitivos da hidroximetilglutaril-CoA redutase
(HMG-CoA), uma enzima presente no figado que catalisa a principal etapa na
biossintese do colesterol. Atualmente, os agentes hipolipémicos utilizados na pratica
clinica sé@o a atorvastatina, a fluvastatina, a lovastatina, a pravastatina, a sinvastatina
e a rosuvastatina (GOODMAN e GILMAN, 2003; CARVALHO e CAMPO, 2007).

Duas estatinas, a atorvastatina e a sinvastatina, fazem parte da lista de
medicamentos considerados essenciais, presentes na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME). Devido ao alto indice do disturbio na
populacdo a partir do ano de 2002 o Ministério da Saude estabeleceu o primeiro
protocolo clinico para o tratamento de dislipidemias para pacientes de alto risco. Na
revisdo do protocolo, em 2010, os revisores concluiram que a sinvastatina e a
pravastatina apresentaram melhores evidéncias na prevencdo da mortalidade,
apesar de outras estatinas apresentarem também uma série de outros beneficios.
Como ndo ha consenso acerca da superioridade terapéutica entre as estatinas na
prevencao das doencas cardiovasculares ou na reducédo da mortalidade, foi feito um
levantamento de preco dos medicamentos com a finalidade de mensurar os custos
de tratamento. A diferenca de custo pode chegar a 715% quando se compara a
sinvastina mais barata e a pravastatina mais cara (BOLETIM, 2011). Em abril de

2010 a sinvastatina foi incluida no programa “Aqui tem farmacia popular’, uma
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parceria entre o Governo Federal e drogarias que vendem os medicamentos com
descontos.

Devido a ampla utilizagcdo da sinvastatina como agente hipolipidémico em
pacientes com aterosclerose e patogenias associadas a ela, faz-se necessaria a
avaliacdo da qualidade dos medicamentos comercializados, sendo relevante o
conhecimento de sua estabilidade quimica e fisica até o fim de seu prazo de
validade.

Diante desta realidade, cabe a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a
ANVISA, exigir no momento do registro sanitario dos medicamentos estudos que
que sejam comprovadas a seguranca, efichAcia e qualidade dos produtos
farmacéuticos e, apds a avaliacdo pertinente, liberar sua producao, importacdo e/ou
comercializacdo (BRASIL, 2010). A regulamentacdo sanitaria estabelece que ao
fabricante cabe a responsabilidade pela qualidade dos medicamentos por ele
fabricados e a garantia de que sdo adequados aos fins aos quais se destinam,
cumprem com 0S requisitos estabelecidos em seu registro e ndo colocam o0s
pacientes em risco por apresentar seguranca, qualidade ou eficacia inadequadas
(BRASIL, 2003; BRASIL, 2010).

Para se adequarem as exigéncias sanitarias, as industrias farmacéuticas
realizam estudos importantes durante a etapa de desenvolvimento do medicamento.
Os estudos envolvem testes in vitro e em animais, os chamados pré-clinicos. Os
estudos clinicos envolvem testes em seres humanos, como biodisponibilidade e
bioequivaléncia, e os estudos nao clinicos, realizados principalmente para a garantia
da qualidade do produto, como estudos de estabilidade (CHOW e LIU, 1995).

Para o conhecimento da estabilidade do medicamento sao realizados estudos
onde sdo monitoradas as alteragcdes quimicas e fisicas, ocorridas no medicamento
acondicionado em sua embalagem primaria e submetido as condi¢cdes de
temperatura e umidade definidas e monitoradas. Neste aspecto a qualidade esta
diretamente relacionada as caracteristicas fisicas e quimicas do medicamento,
enquanto a eficacia e seguranca estédo relacionadas principalmente com a dosagem
terapéutica e a formacao de produtos de degradacéo.

Para o conhecimento do perfil de degradacdo quimica do medicamento,
assim como o desenvolvimento de um método analitico indicativo de estabilidade,
sdo realizados alguns testes que forcam a degradagdo da substancia ativa do

medicamento. O ativo no medicamento esta suscetivel a varias fontes que podem
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propiciar uma degradacédo, tais como temperatura, luz, umidade e interagbes da
substancia ativa com os excipientes da formulacdo e/ou embalagem priméria sdo
consideradas nestes estudos, chamados testes de degradacéao forcada.

A pesquisa de produtos de degradacdo é uma pratica recente na industria e
vem ganhando for¢a nas agéncias regulatérias nacional e internacionais que, cada
vez mais, exigem a avaliacdo das impurezas nos produtos comercializados. Aos
poucos os compéndios oficiais estrangeiros estdo incluindo as metodologias de
quantificacdo de impurezas (produtos de degradacdo) nas monografias dos
produtos. Devido a exigéncia de pesquisa de impurezas em produtos farmacéuticos
€ necessaria a implementacao de metodologias analiticas validadas de pesquisa de
impurezas na rotina dos estudos de estabilidade a fim de avaliar a qualidade dos
produtos durante sua comercializacdo e prazo de validade. Além disso, € essencial 0
desenvolvimento continuo de formulagbes melhoradas para garantir a

disponibilidade, eficacia e seguranca do farmaco.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Caracteristicas farmacoldgicas da sinvastatina

As estatinas foram isoladas a partir de uma cultura da colénia Penicillium
citrinium. A primeira estatina estudada foi a mevastatina, que demonstrou o potencial
terapéutico dessa classe de farmacos (GOODMAN e GILMAN, 2003). Algumas
estatinas sdo produtos naturais, isoladas a partir do metabolismo de fungos, como a
mevastatina, a lovastatina, a pravastatina e a sinvastatina; outras sao
completamente sintéticas, como a atorvastatina, a cerivastatina e a fluvastatina
(LAZZERINI, 2011).

A sinvastatina é um beta-hidroxiacido derivado semissintético a partir da
lovastatina. A estrutura da estatina determina a propriedade farmacolégica do
farmaco e existe em duas formas: a lactona (inativa) e o B-hidroxiacido (ativa). O
farmaco sinvastatina existe na forma inativa (lactona) e é hidrolisado no figado a
forma ativa (B-hidroxiacido). As estruturas quimicas da sinvastatina sé&o

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1- Sinvastatina nas formas lactona e B-hidroxiacido

A sinvastatina, depois da atorvastatina, é considerada a estatina mais potente
e amplamente recomendada pela Heart Association and the American College of
Cardiology. Farmacos desta classe atuam como inibidores competitivos muito
potentes da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A-redutase que sintetiza o &cido
mevaldnico, uma substancia precursora da biossintese do colesterol, por meio de
reducéo do substrato HMG-CoA. A afinidade das estatinas pela enzima é trés vezes
maior do que a afinidade do substrato natural, o HMG-Co0A, pela enzima. A figura 2

representa a sintese de colesterol a partir do acido mevalonico (CARVALHO e
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CAMPO, 2007).
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Figura 2- Efeito das estatinas na biossintese do colesterol. Adaptado de LAZZERINI,
2011.

1.1.1 Efeitos pleiotropicos

Alguns beneficios clinicos decorrentes da administracdo de estatinas foram
relatados em varios estudos e ocorrem independentes da reducdo do colesterol e
nao estao restritos somente ao sistema cardiovascular: sdo os chamados efeitos
pleiotropicos. Esses efeitos incluem tratamento de doencas reumaticas, efeitos
protetores contra a doenca de Alzheimer, efeitos antitumorais, promoc¢ao de sintese
de 6xido nitrico endotelial, reducédo na producdo de espécies reativas de oxigénio,
estabilizacdo das placas ateroscleréticas, reducdo no crescimento de células
musculares lisas que ocorre no processo aterosclerotico e efeitos relacionados com
atividade anti-inflamatoria, dentre outros (FERRO; WIERZBICKI; POSTON, 2003).

1.2 Caracteristicas fisico-quimicas

A sinvastatina € um pé branco com ponto de fusdo na faixa de 135 a 138°C,

insolivel em agua (0,03g/L) e acido cloridrico 0,1M (0,06g/L) e solivel em
cloroférmio (610g/L), metanol (200g/L), etanol (160g/L), polietilenoglicol (70g/L) e
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hidréxido de sodio 0,1M (70g/L). Possui poder rotatorio igual a + 292 (0,51% em
acetonitrila), coeficiente de D particdo (octanol/agua), log P igual a 4,68 e maximos
de absorcdo na regido do ultravioleta (UVmax, acetonitrila) em 231, 238 e 247nm
(BUDAVARI, 2006).

1.3 Estabilidade de medicamentos

Estabilidade farmacéutica € definida como a capacidade do produto
farmacéutico manter suas propriedades quimicas, fisicas, microbiologicas e
biofarmacéuticas dentro dos limites especificados durante todo o seu prazo de
validade (WHO, 1996).

As questdes relacionadas a estabilidade afetam diversas areas e estas
questdes sdo Uteis na determinacéo de diversos fatores, tais como desenvolvimento
de formulacdo e embalagem, desenvolvimento de métodos analiticos, determinacéo
de condicdes apropriadas de estocagem, parametros de processo e manufatura,
estudos de biocinética e de seguranca/toxicidade e avaliacdo ambiental
(BAERTSCHI, 2005).

O prazo de validade é a data limite para a utilizacgdo de um produto
farmacéutico definida pelo fabricante, com base nos seus respectivos testes
estabilidade, mantidas as condi¢cdes de armazenamento e transporte estabelecidos
(BRASIL, 2005).

Tanto a seguranca quanto a eficacia de um produto podem ser avaliadas
pelos estudos de estabilidade, pela avaliacdo do decaimento do teor do principio
ativo e pelo monitoramento da formagao de produtos de degradacgéo. Os estudos de
estabilidade de medicamentos sdo conduzidos com a finalidade de garantir a
manutencdo das especificagbes quimica, fisica, microbiolégica, terapéutica e
toxicolégica do farmaco e do produto farmacéutico sob determinadas condicdes e
fatores (ANSEL, 2007).

A qualidade de um produto farmacéutico pode variar sob alguns fatores
ambientais como temperatura, umidade, luz e ar atmosférico. Outros fatores, como
pH, polimorfismo, susceptibilidade a oxidacdo ou hidrdlise, potencial de interacdo do
farmaco e dos excipientes e/ou materiais de embalagem, processo de fabricagéo e

outros também podem afetar a estabilidade farmacéutica e devem ser considerados
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no planejamento do estudo de estabilidade (LACHMAN, 2001).

A primeira proposta de guia para testes de estabilidade foi regulamentada em
1985, pelo FDA, e continha procedimentos e recomendacfes sobre prazo de
validade e estabilidade de produtos farmacéuticos (LEITE, 2006). Em 1991, foi
criado o Comité Internacional de Harmonizagéo (ICH) dos Requisitos Técnicos para
Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso em Seres Humanos , formado pelas
autoridades regulatérias da Europa, do Japdo e dos EUA. No que diz respeito a
qualidade de medicamentos, o ICH elaborou diretrizes para realizacdo de estudos
de estabilidade e fotoestabilidade, além de outros, para novos farmacos e
medicamentos (ICH, 2003).

No Brasil, os principios de estabilidade de medicamentos foram mencionados
na Lei n° 6360, de 23 de setembro de 1976, que determinava a avaliagdo da
estabilidade de medicamentos com a finalidade de verificar a qualidade das
matérias-primas ou substancias. Apenas no ano de 2002 veio a ser publicado o
primeiro Guia para a Realizacdo de Estudos de Estabilidade, através da RE n° 560
de 2 de abril de 2002, substituida posteriormente pela RE n° 398 de 12 de novembro
de 2004, a fim de harmonizar as diretrizes nacionais com aquelas estabelecidas pelo
ICH (BRASIL, 1976; BRASIL, 2002; BRASIL, 2004).

Apos a revogacdo da RE n° 398, o Guia para Realizacdo de Estudos de
Estabilidade, a RE n° 01 de 29 de julho de 2005, passou a vigorar com 0 proposito
de adequar as condicbes de armazenamento para conducdo dos estudos de
estabilidade de longa duracdo as condi¢des climaticas do pais. Esta resolucao
apresenta também as diretrizes para realizacdo de estudos de fotoestabilidade e
introduz o conceito de “Plano de Estudo de Estabilidade Reduzido de
Medicamentos”. Os testes de estabilidade podem ser divididos em (BRASIL, 2005):

a) Estudo de estabilidade de longa duracgéo: estudo projetado para verificacao
das caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiologicas de um produto
farmacéutico durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os
resultados sdo usados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e
recomendar as condi¢cdes de armazenamento.

b) Estudo de estabilidade de acompanhamento: estudo realizado para
verificar se o produto farmacéutico mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas e microbiolégicas conforme o0s resultados obtidos nos estudos de

estabilidade de longa duracéo.
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c) Estudo de estabilidade acelerada: estudo projetado para acelerar a
degradacdo quimica e/ou gerar mudancas fisicas em um produto farmacéutico em
condicbes forcadas de armazenamento. Os dados obtidos, juntamente com aqueles
advindos dos estudos de longa duracéo, sdo usados para avaliar efeitos quimicos e
fisicos prolongados em condi¢cbes ndo aceleradas e para avaliar o impacto de curtas
exposicbes a condi¢cdes fora daquelas estabelecidas no rétulo do produto, que
podem ocorrer durante o transporte.

Para a realizacdo e avaliacdo destes estudos de estabilidade sé&o
consideradas as zonas climaticas onde esta inserido o pais no qual o medicamento
€ produzido. A fim de possibilitar a comercializacdo mundial dos produtos
farmacéuticos, o Comité de Especialistas em Especificacbes para Preparacoes
Farmacéuticas da OMS dividiu 0 mundo em quatro zonas climaticas baseadas na
diversidade de temperatura e umidade existentes entre alguns paises
(KOMMANABOYINA e RHODES, 1999).

1.3.1 RE 01/2005

Os estudos de estabilidade sdo executados com o produto farmacéutico em
sua embalagem primaria e acondicionados em camaras climéaticas qualificadas de
acordo com as diretrizes estabelecidas neste guia, baseadas na zona climatica onde
o Brasil se encontra.

O prazo de validade de um produto deve ser determinado por um estudo de
estabilidade de longa duracdo de acordo com os parametros definidos na norma.

Os estudos de fotoestabilidade podem ser necessérios para a comprovacado da
estabilidade de produtos farmacéuticos. A nao apresentacdo de estudo de
fotoestabilidade deve vir acompanhada de justificativa técnica com evidéncia
cientifica de que o(s) ativos(s) ndo sofre(m) degradacdo em presenca de luz ou de
gue a embalagem primaria ndo permite a passagem de luz.

As informagbes abaixo descritas devem constar no relatorio de estudo de
estabilidade para todas as formas farmacéuticas. A auséncia de qualquer uma

dessas informac0des deve ser justificada tecnicamente:

. descricao do produto com respectiva especificacdo da embalagem primaria;
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. namero do lote para cada lote envolvido no estudo;

. descricao do fabricante dos principios ativos utilizados;

. aparéncia,

. plano de estudo: material, métodos (desenho) e cronograma,;

. data de inicio do estudo;

. teor do principio ativo e método analitico correspondente;

. guantificacdo de produtos de degradacédo e método analitico correspondente;

. limites microbianos.

Para fins de prazo de validade provisério de 24 meses sera aprovado o
relatorio de estabilidade acelerada ou de longa duracédo de 12 meses que apresentar
variacdo menor ou igual a 5,0% do valor de andlise da liberac&o do lote, mantidas as
demais especificacdes. O doseamento no momento zero ndao pode ultrapassar as
especificacdes do produto de acordo com farmacopéias reconhecidas pela Anvisa
ou, na auséncia de informacao farmacopeica, com método validado de acordo com o
Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos. Para fins de prazo de
validade definitivo, somente serd aprovado o relatorio de estabilidade que apresentar
a variacdo do doseamento dos principios ativos dentro das especificacbes
farmacopeicas.

Para fins de registro e alteracbes pos-registro, os estudos de estabilidade
acelerado e longa duracdo sdo executados em um ou trés lotes, devendo ser
representativos do processo de fabricagdo, tanto em escala piloto quanto escala
industrial.

As amostras séo retiradas das camaras climaticas e analisadas obedecendo
uma frequéncia em funcdo do tipo de estudo. As andlises realizadas variam de
acordo com a forma farmacéutica e incluem:

Estudo acelerado: 0, 3 e 6 meses para doseamento, quantificacdo de
produtos de degradacdo, dissolucdo (quando aplicavel) e pH (quando aplicavel).
Para as demais provas apresentar estudo aos 6 meses comparativo a0 momento
zero.

Estudo de longa duracédo: 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 meses (conforme o
prazo de validade) para doseamento, quantificacdo de produtos de degradacéo,
dissolugdo (quando aplicavel) e pH (quando aplicavel). Para as demais provas,

apresentar estudo no prazo de validade requerido comparativo a0 momento zero.
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Estudo de acompanhamento: a cada 12 meses deveréo ser realizados todos
os testes de um relatério de estudo de estabilidade, que deve ser disponibilizado no
momento da inspecao.

Esta Guia define alguns parametros farmacopeicos que devem ser avaliados
durante a conducdo do estudo de estabilidade. O teor da substéncia ativa, a
quantificacdo de produtos de degradacéo e os limites microbianos sao exigéncias
comuns a todas as formas farmacéuticas. Os testes de dureza e dissolucdo sdo
exigidos para formas farmacéuticas solidas. Para formas farmacéuticas liquidas e
semissélidas os ensaios para determinacdo do pH, sedimentacao pos agitacdo em
suspensodes, claridade em solucdes, separacdo de fases em emulsdes e cremes e
perda de peso em produtos de base aquosa sédo exigidos. A ndo realizacdo de
qualquer um destes ensaios esta condicionada a apresentacdo de justificativa

técnica. A tabela 1, a seguir, lista os principais objetivos e finalidades destes estudos.

Tabela 1 - Tipos e principais objetivos e finalidades dos estudos de estabilidade.

Tipo de estudo Objetivo Finalidade

Identificar produtos de degradacdo e Desenvolvimento do
Estresse validar metodologia analitica Produto/Documentacgao

de Registro

Determinar prazo de validade provisorio Desenvolvimento do
Acelerado e condigbes de armazenamento Produto/Documentacgéo
de Registro

Comprovar o prazo de validade e as Documentacdo de
. condigcbes de armazenamento Registro
Longa duracéo _
estabelecidas pelo estudo de

estabilidade acelerada

Verificar se nao foi introduzida nenhuma Garantia da Qualidade /

mudanca na formulacdo ou no processo Controle de Qualidade
Acompanhamento o

de fabricacdo que possa afetar

adversamente a estabilidade do produto
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1.4 Impurezas

A deciséo para aprovar, prescrever e consumir medicamentos envolve riscos
e beneficios. Neste caso, as impurezas presentes nos medicamentos podem
oferecer riscos, pois varias reagfes quimicas podem gerar a degradacdo do
principio ativo e dos excipientes.

Algumas alteracdes na estrutura do principio ativo podem resultar na reducao
da atividade terapéutica e no aparecimento de efeitos indesejados, devido a
formacdo de produtos téxicos. Portanto, a seguranca clinica de um produto
farmacéutico ndo € dependente somente das propriedades toxicoldégicas do
ingrediente ativo por si sO, mas também pela presenca de impurezas. Desta
maneira, a identificacdo, quantificacdo e o controle de impurezas nas matérias-
primas e nos produtos séo partes essenciais do desenvolvimento de um produto e
da avaliacdo regulatéria (CARVALHO, 2005; BASAK, 2007).

Impurezas sdo substancias quimicas nao desejadas que afetam a pureza de
ingredientes ativos e das formulacdes farmacéuticas. A presenca destes produtos
quimicos ndo desejados, mesmo em quantidades-traco, pode influenciar na eficacia
e a seguranca de produtos farmacéuticos.

A natureza e a quantidade das impurezas sao governadas por uma série de
fatores, tais como rota sintética do principio ativo (qualidade dos materiais de
partida, condicbes das reacdes, reagentes e solventes e etapas de purificacao),
excipientes, processo de manufatura do produto farmacéutico, embalagem,
transporte e armazenamento.

De acordo com o ICH, as impurezas séao classificadas como:

- Organicas;

- Inorgéanicas;

- Solventes residuais.

As impurezas organicas podem surgir durante o processo de manufatura ou
estocagem do principio ativo e podem ser identificadas ou nao, volateis ou ndo e
incluem:

-Materiais de partida;

-Co-produtos;

-Intermediarios;

-Produtos de degradacéo;
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-Reagentes, ligantes e catalisadores.

As impurezas inorganicas podem resultar do processo de sintese e
normalmente séo conhecidas e identificadas:

-Reagentes, ligantes e catalisadores;

-Metais pesados e outros metais residuais;

-Sais inorganicos;

-Outros materiais, como agentes filtrantes ou carvao ativado.

A pesquisa envolvendo produtos de degradacdo estd prevista desde a
publicacdo da RE 560/2002 e se mantém até a norma em vigor, a RE 01/2005. Sem
ela, os registros estdo sujeitos ao atendimento a exigéncias técnicas ou até mesmo
o indeferimento. Para a deteccéo e a quantificacdo dos produtos de degradacéo faz-
se necessario 0 uso de meétodos validados capazes detectar e quantificar os
produtos de degradacdo na presenca de outros interferentes, tais como o principio
ativo, excipientes e outras impurezas presentes (BAERTSCHI, 2006). No entanto,
poucas monografias farmacopeicas possuem metodologia analitica para a analise
de produtos de degradacdo e poucos fabricantes desenvolvem metodologias para
deteccdo e quantificacdo destes produtos. Para o desenvolvimento e validacdo das
metodologias para a avaliacdo dos produtos de degradacdo, as industrias
farmacéuticas estdo desenvolvendo estratégias como o teste de estresse.

1.5 Teste de estresse

O teste de estresse ou teste de degradacdo forcada é uma ferramenta
utilizada principalmente para elucidar a estabilidade intrinseca do farmaco e é
considerado como parte integrante da estratégia de desenvolvimento de um
medicamento.

Atualmente, os testes de degradacéo forcada do ativo e das formulagbes sao
realizados para prever problemas de estabilidade, desenvolver metodologias
analiticas e identificar os produtos de degradacdo bem como sua formacgao
(BAERTSCHI, 2005)

O teste de degradacao forcada possui carater de previsao, isto é, os produtos
da degradacgéo formados sob as condi¢cdes extremas podem ou nédo ser relevantes

as condicbes reais de armazenamento do farmaco e/ou medicamento. Esta
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realidade é refletida na definicdo de ICH sobre o teste de degradacéo forcada, onde
indica que “o exame dos produtos de degradacdo obtidos sob circunstancias de
estresse é util para estabelecer os caminhos de degradacdo e obter métodos
analiticos validados. Entretanto, tal exame ndo € necessario para determinados
produtos da degradacdo que se formam durante os estudos de estabilidade
acelerada ou de longa duragao.” (ICH, 1996).

Consequentemente, os produtos da degradacéao formados durante o teste de
estresse podem ser considerados como produtos potenciais de degradacao e,
idealmente, deveriam conduzir a formacdo de todos os produtos potenciais da
degradacéo. Contudo, nem todos os produtos de degradacéo previstos no teste de
estresse se formardo nas condicdbes de armazenamento ou transporte. Estas
condicBes sao previstas nos estudos de estabilidade e os produtos de degradacao
formados nestas condi¢des séo considerados produtos de degradacéo significativos.
Estes conceitos sao ilustrados na figura 3.
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Figura 3- Cromatogramas hipotéticos do teste de estresse (acima) e dos estudos de

estabilidade de longa duracao ou acelerada (abaixo) (BAERTSCHI, 2005).

Os estudos de degradacao forcada sao realizados em um lote do material em
condicbes mais severas que os estudos de estabilidade acelerada e contemplam
diferentes mecanismos de degradacao tais como: hidrolitica, termolitica, oxidativa e
fotolitica (BAERTSCHI, 2005). Esses mecanismos sao alcancados através da
exposicdo do principio ativo a condicbes extremas de temperatura, umidade,
fotoestresse e condicdes oxidativas e aguosas. Os produtos de degradacgéo que n&o
sdo formados durante os estudos de estabilidade ndo precisam ser isolados e
identificados. De acordo com os guias ja discutidos, o objetivo do teste de

degradacdo é degradar 5 a 20% do ativo. As condigcbes especificas como
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intensidade ou duracdo depende das caracteristicas quimicas do farmaco. O estudo
é conduzido no principio ativo isolado, na formulacéo e no placebo e devem ser
comparadas com amostras ndo degradadas (controle) e com o branco. O composto
nao necessariamente ird degradar em qualquer condicdo; nestes casos, ndo é
preciso aumentar a condi¢cdo (BAERTSCHI, 2005). Os estudos devem ser repetidos
quando o método ou a formulacdo ou o processo mudarem. A tabela 2 resume um
protocolo geral de testes e condicbes para realizar os estudos de degradacao

forcada.

Tabela 2- Protocolo para a conducéo dos testes de estresse

Farmaco Produto
- ~ . - Solugéo
Condicéo . Solugéo ou Solido (comprimidos, , ¢
Sélido - , \ (intravenosa,
suspensao capsulas, misturas) -
suspensao oral)
Hidrolise
L . + 0
acida - bésica
Oxidagéao o] + + +
Fotolise + o + +
Termolise + + +
Umidade + +

+ = recomendado 0= opcional, sugestao para alguns compostos (BAERTSCHI, 2005).

O guia do ICH fornece muito pouca informacdo sobre as estratégias e o0s
principios para a conducao dos testes de degradacéo forcada tais como problemas
relacionados a baixa solubilidade de farmacos e compostos pouco estaveis. Além
disso, ndo descreve especificamente o quanto de degradacdo é adequada. Uma
degradacdo muito extrema pode levar a um perfil de degradacao ndo representativo,
podendo haver degradacéo dos produtos de degradacéo formados. As condi¢cOes de
estresse devem ser realisticas e ndo excessivas de modo que a degradacdao inicial
gque € importante e ndo sua extensdo, além do mais alguns compostos nao

apresentam degradacao significativa ap0s exposi¢do a determinada condicao.

1.6 Método indicativo de estabilidade

Para que se avalie a estabilidade de um composto, € necessario desenvolver

um método adequado. O desenvolvimento de um método indicativo de estabilidade,
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particularmente um que pretenda determinar impurezas, € um tanto problematico,
uma vez que nao se tem necessariamente o conhecimento qualitativo e/ou
quantitativo daquilo que serd formado. O teste de estresse pode auxiliar nesta
questao pois, ao degradar o composto principal através de condicfes de estresse,
amostras contendo os produtos de degradacdo podem ser geradas e, com isso,
colaborar no desenvolvimento de métodos adequados para a pesquisa de
impurezas. Os produtos formados séo classificados como produtos de degradacéo
potenciais que poderao, ou ndo, se formar durante o tempo de validade do produto
se este for estocado sob condi¢fes ideais de armazenamento. Porém, vale ressaltar
que nem todos os produtos de degradacao relevantes podem se formar sob as
condicBes de estresse. Para isso, ambos os estudos de estabilidade, o de longa
duracdo e acelerada, sdo conduzidos para determinar quais sao 0s produtos
potenciais de degradacdo que irdo se formar sob condi¢cdes normais e, assim,
consegue-se determinar quais séo relevantes nestas condicoes.

Os métodos indicativos de estabilidade sdo procedimentos analiticos
guantitativos utilizados para detectar o decaimento da quantidade do farmaco devido
a degradacao. De acordo com os guias da FDA, o método indicativo de estabilidade
é definido como um procedimento analitico que quantifica com preciséo e exatidédo o
farmaco na presenca de outras substadncias como produtos de degradacéo,
impurezas de processo, excipientes e outras impurezas e a FDA recomenda que
todos os métodos de teor para estudos de estabilidade sejam indicativos de
estabilidade (O’DONNEL, 2005). Durante os estudos de estabilidade, a
cromatografia liquida é rotineiramente utilizada para separar e quantificar os analitos
de interesse. S&0 necessarios trés componentes para estabelecer o método
indicativo de estabilidade: geracdo da amostra, desenvolvimento do método e a
validacao.

O método indicativo de estabilidade, geralmente, é desenvolvido através de
amostras degradadas sob condi¢cdes que excedam as condi¢des aceleradas usadas
nos estudos de estabilidade, como j& descrito anteriormente. O objetivo é promover
uma degradagdo de 10-20% do farmaco. Acima desta faixa os produtos de
degradacéo relevantes sdo destruidos e formam-se outros produtos secundarios
gue, provavelmente, ndo irdo se formar durante os estudos formais de estabilidade;
abaixo desta faixa, produtos de degradacdo importantes podem ser omitidos. Os

testes de degradacao forcada séo realizados no placebo, para avaliar os produtos



35

de degradacédo oriundos da formulagéo, no farmaco isolado e na formulacdo a fim de
verificar a incompatibilidade entre o farmaco e os excipientes e obter rotas de
degradacdo que auxiliardo no processo produtivo e armazenamento. Depois de

degradada, a amostra é usada no desenvolvimento do método.

1.7 Metodologias para determinagcdo dos produtos de degradacdo da

sinvastatina

Os métodos cromatograficos para a determinacdo do teor de sinvastatina
isolada, como matéria-prima, ou em formulagdo sdo descritos na literatura e utilizam
varias técnicas de deteccdo como espectrofotometria de UV, fluorescéncia,
espectrometria de massas, cromatografia gasosa e outras técnicas (ALVAREZ,
2005).

As impurezas relacionadas de sinvastatina (produtos de degradacgé&o) tém sido
estudadas por LC-MS e descritas na literatura, como demonstrado na figura 4
(WANG; ZHAO; Wu, 2001; PLUMB; et al, ), porém a maioria dos estudos publicados
sdo métodos quantitativos para a determinacdo de sinvastatina e sinvastatina
hidroxiacido em fluidos biol6gicos ou biomatrizes (JEMAL e OUYANG, 2000; ZHAO;
et al, 2000; SIRINIVASU; RAJU; REDDY, 2002; ZHANG,; et al, 2004).
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Figura 4- Estruturas dos produtos de degradacao da sinvastatina
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As metodologias descritas nos principais compéndios, apresentam
metodologia para a determinacdo de produtos de degradagdo apenas na matéria-
prima, por exemplo, as farmacopéias Americana, Britanica e Européia (UNITED,
2011; BRITISH, 2011; EUROPEAN, 2011).

Alguns métodos foram desenvolvidos para avaliar o comportamento da
sinvastatina frente a diferentes condi¢cdes de pH e temperatura (ALVAREZ, 2005) e
para definir o perfil de degradacdo da sinvastatina por cromatografia liquida de
microemulsdo (MALENOVIC’; et al, 2010). Krishna e colaboradores desenvolveram
um meétodo para a determinacdo das substancias relacionadas da sinvastatina, uma
vez que o método descrito na monografia da sinvastatina da Farmacopéia
Americana (UNITED, 2011) ndo € capaz de separar impurezas resultantes do
processo de sintese ou materiais de partida (KRISHNA; et al, 2010).

Um estudo de degradacdo forcada da sinvastatina foi conduzido por
Seshukumar et al, para o desenvolvimento de metodologia indicativa de estabilidade
por CLAE para uma formulacdo contendo a sinvastatina em associagcdo com a
ezetimiba (SESHUKUMAR; et al, 2012).

Verificou-se que os métodos avaliados na literatura possuem cromatografia de
longa duracgéo e utilizam diversos sais e solventes, o que contribui para a oneragao
da analise e consequentemente, do produto.

Gomes e colaboradores desenvolveram uma metodologia de indicacdo de
estabilidade por CLAE para determinacdo de sinvastatina em comprimidos com
curto tempo de analise e que utiliza solventes comuns, de facil aquisi¢cdo e de baixo
custo. Porém, nesta metodologia as impurezas da sinvastatina nao foram
identificadas.

Diante dos fatores apontados, a metodologia descrita na Farmacopéia
Americana, para determinagdo de impurezas na matéria-prima, foi estudada e
avaliada quanto a sua adequacao para analise do produto, uma vez que apresenta
curto tempo de analise, utiliza poucos solventes e 0s tempos de retencdo das
principais impurezas ja foram estudas, Estes fatores sdo convenientes para a rotina

da empresa.
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1.7 Validacéao

A validacao pode ser definida como a comprovagédo, através do fornecimento
de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos
pretendidos foram atendidos (NBR ISO 9000). Os requisitos baseiam-se nos limites
de aceitacdo da especificagdo do produto, sdo valores fixos, frequentemente
baseados em estudos de eficacia e seguranca, regulamentos, consideracfes
estatisticas e experiéncia (ERMER; MILLER, 2005).

A validacdo em si ndo se refere somente a métodos analiticos, mas também a
“softwares”, dados, amostragem, processo, equipamentos e utilidades, dentre
outros. No que se refere a producdo de medicamentos, a validacdo é uma parte
essencial das Boas Préaticas de Fabricacdo, sendo um elemento da garantia da
gualidade associado a um produto ou processo particular (BRASIL, 2010).

Segundo a ISO 8402, que trata dos vocabularios da Garantia e
Gerenciamento da Qualidade, a definicdo de validagdo de metodologia é dada por:

“Estabelecimento, mediante estudos sistematicos de laboratério, que as
caracteristicas de um respectivo método cumprem as especificacdes relativas ao

uso previsto dos resultados analiticos.”

A validacdo €, naturalmente, um requisito basico para garantir a qualidade e
confiabilidade dos resultados analiticos para todas as aplica¢fes (MILLER; MILLER,
2005). Os métodos de controle de qualidade devem ser validados antes de serem
adotados na rotina, levando-se em consideracdo as instalacdes e equipamentos
disponiveis (BRASIL, 2010).

Os métodos compendiais ndo requerem validacéo; entretanto, antes de sua
implementacgéo, devem existir evidéncias documentadas de sua adequabilidade nas
condi¢cdes do laboratério (BRASIL, 2010). De acordo com o FDA, os seguintes
parametros dos métodos normalizados devem ser verificados: especificidade,
estabilidade da solugdo amostra e precisdo intermediaria (UNITED, 1994). A
aplicabilidade dos métodos analiticos deve ser verificada sob condigdes reais de uso
tais como: métodos cromatograficos, titulometria, espectrofotometria, colorimetria,
eletroforese etc. Os testes gerais, como perda por dessecacgdo, residuo de ignicao,

pH, metais pesados, ndo necessitam de validacdo (UNITED, 2011).
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Assim, para se efetuar uma validacdo, alguns parédmetros basicos séo

avaliados:

1.8.1 Especificidade e Seletividade

"E a capacidade de avaliar de forma inequivoca o analito na presenca de com-
ponentes que podem estar presentes. Tipicamente, estes podem incluir impurezas,
produtos de degradacdo, matriz, etc” (ICH, 1994). Porém, em contraste com o ICH,
esses termos geralmente sdo utilizados em conjunto e estdo relacionados com a
resposta da deteccao, ou seja, um método que é capaz de medir a resposta de um
analito € chamado de especifico e o método é considerado seletivo quando
distingue a resposta de um analito na presenca de outros (INSTITUTO, 2003).

Através desta etapa da validacao é possivel verificar se os reagentes utilizados
e a matriz da amostra (placebo), por exemplo, causam alguma interferéncia na
sensibilidade do detector e consequentemente alteram a medicdo da resposta.
Contudo, a especificidade do método analitico é determinada durante o
desenvolvimento (BAKSHI, 2002).

A investigacdo da especificidade deve ser avaliada a partir da andlise do
analito isolado e na presenca dos principais interferentes como, matriz (placebo),
reagentes (branco), matérias primas, impurezas e produtos de degradacédo. Porém,
nem sempre estes materiais estdo disponiveis, sendo entdo necessaria a realizacdo
dos testes de degradacéo forcada de todos os componentes. Portanto, o teste de
degradacdo forcada € wuma ferramenta essencial para se avaliar a
especificidade/seletividade do método analitico.

Em alguns casos néo € possivel demonstrar a especificidade de um analito em
particular, e desta maneira, € recomendado o uso combinado de diversos
procedimentos analiticos para alcancar um nivel necessario de discriminagéo (ICH,
1994).

Em técnicas cromatograficas, a especificidade/seletividade é avaliada através
das comparacgOes de resultado dos cromatogramas, da analise da pureza de sinal,
do célculo estatistico e de alguns parametros cromatograficos, tais como: resolucéo,
retencao relativa, fator de capacidade e fator de simetria.
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1.8.2 Linearidade

E a habilidade de um método analitico em obter resultados diretamente
proporcionais a concentracao do analito, em um dado intervalo de concentracéo.

A linearidade é determinada através do grafico das respostas obtidas em
funcdo da concentracdo ou conteudo ou calculada pela equacéo da regresséao linear
a partir do método dos minimos quadrados. A avaliacdo da linearidade é dada pelo
calculo do coeficiente de correlacdo, determinacdo do y-intercepto, inclinacdo da

reta e calculo dos residuos entre os valores medidos e os calculados.

1.8.3 Sensibilidade

A sensibilidade demonstra a resposta do analito em funcdo da sua
concentracdo. E expressa pela inclina¢do da curva de regressao linear e depende

da natureza do analito e da técnica de deteccéo utilizada.

1.8.3.1 Limite de deteccgéao

O limite de deteccao (LD) do equipamento é definido como a concentragéo
do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao ruido/sinal do
equipamento ou como a concentragdo minima de uma substancia medida e
declarada com 95% ou 99% de confianca de que a concentracdo do analito € maior
gue zero. O LD é determinado através de andlise completa de uma dada matriz

contendo o analito.

1.8.3.2 Limite de quantificagéo

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitdvel de precisdo e exatiddo. Pode ser
considerado como sendo a concentragdo do analito correspondente ao valor da

meédia do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-padrédo. Na pratica, corresponde
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normalmente ao padréo de calibracdo de menor concentragéo (excluindo o branco).
Este limite, apds ter sido determinado, deve ser testado para averiguar se a

exatidao e a precisao conseguidas séo satisfatorias.

1.8.4 Exatid&do

Expressa quanto os valores medidos se encontram préximos do valor de
referéncia e € calculada a partir da porcentagem de recuperacdo da concentracdo
conhecida do analito em amostras fortificadas, ou como a diferenga porcentual
entre as médias e o valor verdadeiro aceito, estabelecidas dentro dos intervalos de
confianca. Assim, a exatiddo esta relacionada aos erros sistematicos da medicéao,
logo um método exato € um método que nao apresenta erro sistematico.

A exatiddo é avaliada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinacfes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracoes,

baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada.

1.8.5 Precisao

E a dispersdo dos resultados repetidos e medidos independentemente em
condi¢cBes definidas de trabalho. A preciséo é caracterizada estatisticamente como
desvio padréao ou desvio padrao relativo, ambos determinados a partir de ensaios de
repetitividade e reprodutibilidade. A precisdo deve ser, preferencialmente, obtida a
partir de amostras auténticas.

A partir dos testes de precisdo € possivel avaliar se os erros aleatorios
envolvidos no método interferem nos resultados obtidos. Sdo exemplos de erros
aleatérios de um método cromatografico, os erros obtidos do injetor, detector,
coluna, vidraria, entre outros.

Para avaliar os erros atribuidos a determinacdes, amostras e analistas séo
realizados os seguintes ensaios, preferencialmente, obtida a partir de amostras

auténticas que serao usadas na rotina:
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1.8.5.1 Repetitividade

A repetitividade ou precisao intra-corrida € o grau de concordancia entre 0s
resultados obtidos a partir de medi¢cdes sucessivas de um mesmo analista sob as
mesmas condi¢des analiticas em um curto espago de tempo.

A repetitividade do método é avaliada por:

o Minimo de 9 (nove) determinacdes, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas
cada; ou

o Minimo de 6 determinacgfes a 100% da concentracdo do teste;

1.8.5.2 Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria ou inter-corridas é avaliada através da concordancia
dos resultados obtidos sobre a mesma amostra do mesmo laboratério, utilizando a
mesma metodologia, obtidos em dias diferentes (minimo 2) e com equipamentos

e/ou analistas diferentes.

1.8.5.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade ou precisédo inter-laboratorial expressa a precisdo entre
laboratorios, obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos,
geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para
inclusdo de metodologia em farmacopeias. Estes dados ndo precisam ser

apresentados para a concessao de registro.

1.8.6 Robustez

A robustez também é um parametro que deve ser avaliado durante o
desenvolvimento do método e comprovado na validacdo. Significa o quanto o

meétodo analitico resiste a pequenas variacfes das condi¢cdes analiticas durante os
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procedimentos de rotina.

Este parametro pode ser avaliado pela comparacéo dos resultados obtidos
em condi¢cdes analiticas normais em relacdo aos resultados obtidos em condicdes
variaveis. Outra maneira de se determinar a robustez do método é através do teste
de Youden, que também indica a influéncia de cada variacdo. A tabela 3 demonstra

os exemplos de variacéo dos fatores para ensaios analiticos.

Tabela 3- Exemplo de variacdo nos fatores cromatograficos para a determinacdo da

robustez

Exemplos de variagao Variantes

-Estabilidade das solugdes analiticas

Preparo das Amostras -
P -Tempo de extracao

-Variacdo do pH da solugéo
Espectrofotometria -Temperatura

-Diferentes fabricantes de solventes

-Variacdo do pH da fase movel

-Variagado na composicao da fase movel
Cromatografia Liquida -Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

-Temperatura

-Fluxo da fase movel

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia Gasosa -Temperatura

-Velocidade do gas de arraste

1.8.7 RDC 899

Em 2003, foi publicado o “Guia de Validagdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos”, onde sao definidas as diretrizes para a realizacado dos estudos de
validacédo de metodologias analiticas, em ambito nacional.

Os métodos analiticos descritos em farmacopeias ou formularios oficiais,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, sao considerados validados. Caso
contrario, determinados parametros especificos deverdo ser avaliados para que a
metodologia seja considerada validada.

O guia, além de definir os parametros supracitados, -classifica as

metodologias analiticas em quatro categorias diferentes (tabela 4) e determina quais
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parametros de validacdo devem ser avaliados de acordo com a categoria a qual o
método esté inserido, ver tabela 5.

Tabela 4- Classificacéo dos testes, segundo sua finalidade
Categoria Finalidade do Teste

Testes quantitativos para a determinag&o do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias—primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagéo de impurezas e
produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas

Il Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberagéo do ativo)

v Testes de identificagcdo

Tabela 5- Classificacdo das metodologias analiticas

Parametro Categoria | Categoria ll Categoria lll  Categoria IV

Quantitativo Ensaio limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
Repetibilidade Sim Sim N&ao Sim N&o
Intermediaria * * N&o ** N&o
Id'ier?;tfggg N&o N&o Sim * N&o
qulg:lr'lil;iec:geéo Nao Sim N&o * N&o
Exatidao Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovacgdo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacéo da

Precisao Intermediaria.

A validacéo, de acordo com a Resolugcédo n° 899, de 29 de maio de 2003, da
ANVISA, possui como objetivo demonstrar que o método € apropriado para a
finalidade pretendida (BRASIL, 2003). Deve garantir, por meio de estudos

experimentais, que o meétodo atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,



44

assegurando a confiabilidade dos resultados através da utilizagdo de substancias de
referéncia oficializadas pela Farmacopeia Brasileira ou, na auséncia destas, por
outros 6rgdos autorizados pela legislacdo vigente. E admitido o uso de padrées de
trabalho devidamente caracterizados e com pureza conhecida na inexisténcia das
substancias de referéncia. A metodologia analitica devera ser revalidada quando
houver mudancas na sintese da substancia ativa, na composicdo do produto
acabado e no procedimento analitico, além de outras dependendo da natureza das

mudancas.
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2. OBJETIVOS

2.1Gerais

« Avaliar a formacao dos produtos de degradacao na formulacdo ao longo do prazo
de validade.
* Propor e validar um método cromatografico para quantificacdo de produtos de

degradacdo em comprimidos revestidos de sinvastatina;

2.2 Especificos

* Adaptar o método da Farmacopeia dos Estados Unidos (USP) volume 34 da
matéria-prima para quantificacdo de produtos de degradacdo de sinvastatina na
formulacdo de comprimidos;

* Realizar o teste de degradacdo da formulacdo proposta para avaliacdo de
produtos de degradacao;

+ Validar o método proposto;

* Realizar os estudos de estabilidade de longa duragdo da formulacdo proposta

para avaliacdo de produtos de degradacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1

3.1.2

Substancias quimicas de referéncia e amostras

sinvastatina, matéria-prima lote B09683, teor 98,3% declarado pelo fabricante
Zhejiang Hisun Pharmaceutical (Taizhou, China).

sinvastatina, padrdo de trabalho lote B18607, teor 99,91% declarado pela
Merck (Rio de Janeiro, Brasil).

sinvastatina, substancia de referéncia lote 11H070, teor 99,4% declarado pela
Farmacopeia dos Estados Unidos.

Placebo lote 08G201 fabricado pela Merck (Rio de Janeiro, Brasil).

Material

Pipetas graduadas (Brand, Alemanha);

Pipetas volumétricas (Brand, Alemanha);

BalBes volumétricos (Brand, Alemanha);

Provetas (Brand, Alemanha);

Coluna cromatografica de fase reversa Purospher®Star RP-18e (55mm X
4mm, 3 ym de tamanho de particula, Merck KgaA, Alemanha);

Filtros de seringa de 47mm de didmetro com membrana de PVDF 0,45um de
tamanho de poro (Whatman, Alemanha);

Filtros de seringa de 47mm de diametro com membrana de RC 0,45um de
tamanho de poro (Whatman, Alemanha).

3.1.3 Reagentes

Agua purificada por osmose reversa (Milli-Q Millipore, EUA);

Acetonitrila grau HPLC (Merck KgAa, Alemanha);
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e Acido fosférico 85 % P.A. (Merck KgAa, Alemanha);

e Fosfato de potassio monobasico (Merck KgAa, Alemanha);
e Solucdes de hidroxido de sédio 0,01M e 1,0M;

e Solucdes de acido cloridrico 0,01M e 1,0M;

e Solucao de peroxido de hidrogénio 10%.

3.1.4 Equipamentos

e Banho ultrassonico (Branson, EUA);

e Balanca analitica AG 245 (Mettler Toledo, Goettingen, Alemanha);

e Centrifuga Rotina 38R (Hettich, Alemanha);

e Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia LaChrom® Elite equipado com
desgaseificador, bomba quaternaria, forno, injetor automatico e detector de
arranjo de diodos (DAD) (Merck, Alemanha);

e Estufa a vacuo 1400E (VWR, Alemanha);

e Potenciometro medidor de pH 330 SET-1 (WTW, Alemanha);

e Camara de fotoestabilidade 5210 (Branson, EUA);

e Camara climética Coel (Mecallor, Brasil).

3.2 Método

A partir do método descrito na monografia para determinacdo da pureza
cromatografica de matéria-prima de sinvastatina da USP 34 (USP, 2011), foi
proposto um método de quantificagdo de produtos de degradacdo da sinvastatina.
Utilizou-se a coluna C18, temperatura do forno controlada em 30°C, eluicdo por
gradiente conforme tabela abaixo, fase movel conforme item 4.4, fluxo de
3,0mL/min, volume de injecdo de 5uL e detecgdo na regidao do ultravioleta em
238nm. A tabela 6, a seguir, mostra o gradiente de elui¢édo utilizado neste trabalho.
O tamanho da coluna foi alterado para atender aos critérios de adequacédo do
sistema e possibilitar a identificacdo das impurezas através do tempo de retencdo

relativo j& que s a impureza lovastatina esta disponivel como padrao de referéncia
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Tabela 6 - Gradiente de eluicio do método de quantificacdo de produtos de
degradacéo por CLAE.

Tempo (minutos) Solucéo A (%) Solucéo B (%) Eluicdo
0-45 100 0 Isocratico
45-4,6 100—95 0—5 Gradiente linear
46 -8,0 9525 5575 Gradiente linear

8,0-11,5 25 75 Isocrético
11,5-11,6 25—100 75—0 Gradiente linear
11,6 - 13 100 0 Re-equilibrio

Solugéo A: ACN: Solucao &cido fosférico (50:50) e solugdo B: Solucéo 4cido fosférico

3.2.1 Preparo das solucoes

3.2.1.1 Solucgéo de &cido fosforico

Transferir 1,0mL de acido fosférico 85% para baldo volumétrico de 1000mL,

diluir e completar o volume com agua purificada.

3.2.1.2 Fase mobvel

Solucéo A: Transferir 500ml de acetonitrila para recipiente contendo 500ml da

solucéo de acido fosforico.

Solugao B: Transferir 1,0mL de &cido fosforico 85% para baldo volumétrico de

1000mL, diluir e completar o volume com acetonitrila.

3.2.1.3 Solucao diluente

Preparar uma mistura de acetonitrila e solugéo tampéao pH 4,0 (60:40).
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3.2.1.4 Solugao tampéo

Pesar aproximadamente cerca de 1,49 de fosfato de potassio monobasico

para baldo volumétrico de 1000 mL e ajustar o pH para 4,0 com acido fosforico.

3.2.1.5 Liquido de lavagem da seringa

Misturar agua purificada e acetonitrila na proporcéo de 75:25 (V/V).

3.2.1.6 Preparo da solugéo de adequacao

Pesar e transferir quantitativamente, para baldo volumétrico de 100mL, cerca
de 15,0mg de lovastatina (substancia de referéncia). Dissolver, avolumar com
solucédo diluente e homogeneizar. Pesar e transferir quantitativamente, para baldo
volumétrico de 50mL, 75,0mg de sinvastatina (padréo de trabalho ou substancia de
referéncia), adicionar 5,0mL da solucdo de lovastatina, dissolver e avolumar com
solucdo diluente. Centrifugar. Concentracao final: 0,015mg/ml de lovastatina e

1,5mg/ml de sinvastatina.

3.2.1.7 Preparo da solugcao padrao

Pesar acuradamente cerca de 15,0mg de sinvastatina (padrao de trabalho ou

substancia de referéncia) e transferir quantitativamente para baldo volumétrico de

100mL. Dissolver, avolumar com solucéo diluente e homogeneizar. Transferir 5,0mL

desta solucdo para baldo volumétrico de 50mL, dissolver e avolumar com diluente.

Centrifugar. Concentracéo final: 0,015mg/ml.

3.2.1.8 Preparo da solugcao amostra

Pesar o equivalente a 75mg de sinvastatina do p6 recém triturado para baléo
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volumétrico de 50mL, dissolver e completar o volume com solucdo diluente.

Centrifugar. Concentracao final:1,5mg/mL.

3.2.1.9 Preparo da solugao placebo

Pesar a quantidade de placebo equivalente a 75mg de sinvastatina para balédo

volumétrico de 50mL, dissolver e completar o volume com solucdo diluente.

Centrifugar.

3.2.2 Adequacado do sistema

— Injetar as solug¢des branco, placebo, solucdo de adequacgéo, solucdo padrao e
solugdo amostra.

— Aresolugdo entre os picos de lovastatina e sinvastatina deve ser = 4,0;

— A razao sinal/ruido para o pico de sinvastatina na solugao diluida deve ser = 10
para a primeira injecdo. Se este nao for cumprido, injetar a solucdo em triplicata: a
relacdo sinal-ruido deve ser superior a 3 com um desvio padréo relativo das areas

inferior a 25%.

3.2.3 Procedimento para identificacdo e quantificacdo

-Identificar as impurezas conhecidas através do tempo de retencao relativo de

acordo com a tabela 7.
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Impureza Tempo de retencao relativo
A (Sinvastatina hidroxiacido) 0.51
E+F (Epilovastatina+Lovastatina)* 0.68
G (sinvastatina metileno) 0.82
B (acetilsinvastatina) 2,06
C (sinvastatina anidra) 2.08
D (dimero sinvastatina) 3.05

*Se presentes, a lovastatina e a epilovastatina ndo sdo separadas pelo método. Esses sinais sao

integrados e reportados em conjunto.
3.2.3.1 Célculo

¢ I - 5 g I 5 I
0 Aam y Ppd MIERN Tpd y 50 y 100 « PM
Apd 100 50 100 Pam D

(equacéo 1)

Onde:

Aam = Area dos sinais das impurezas na solu¢&o amostra;
Apd = Area do sinal de sinvastatina solucdo padréo;

Ppd = Massa do padréo de sinvastatina (mg);

Tpd = Teor do padréo de sinvastatina (%);

Pam= Peso da amostra (mg);

TD = Teor declarado de sinvastatina (mg/comp);

PM = Peso médio dos comprimidos (mg/comp).

3.3 Teste de adequacéao do sistema

O teste de adequacao do sistema foi conduzido antes de cada experimento da

validagéo e/ou andlise das amostras. Através deste teste foi possivel verificar se o

sistema operou com o desempenho esperado e respondeu aos critérios

estabelecidos para 0 método garantindo, no momento do ensaio, resultados de
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exatiddo e precisdo aceitdveis (MILLER; MILLER, 2010). A tabela 8, abaixo,

sumariza os parametros avaliados.

Tabela 8 — Parametros do sistema de adequacéo (FDA, 1994)

Parametros Recomendacao
Fator de retencgao K>2
Repetitividade RSD < 1%
Resolucao Rs >2
Fator de cauda T<2
NUmero de pratos tedricos > 2000

3.4 Teste de estresse

O teste de degradacéao forcada da sinvastatina foi realizado para conhecer o
comportamento quimico desta estatina sob diferentes condi¢des e, principalmente,
para avaliar a seletividade do método de quantificacdo de impurezas (BAKSHI ;
SINGH, 2002). As amostras foram submetidas as condi¢cdes de estresse por
hidrélises neutra, acida e basica, calor seco, exposicdo a luz UV e por oxidacdo e
posterior analise pelo método por CLAE.

De acordo com Reynolds, o teste de degradacado forcada é conduzido para
demonstrar a especificidade de métodos indicativos de estabilidade, particularmente
quando h& pouca informacgéo disponivel sobre potenciais produtos de degradacéo.
(REYNOLDS, 2002).

Todas as amostras submetidas as diferentes condicfes de estresse foram

analisas pelo método proposto de acordo com o item 3.2.

3.4.1 Preparo das solucbes branco, amostra, placebo e ativo na condicdo de

oxidacéo

Foram pesados e transferidos exatamente cerca de 405mg do pO recém

triturado dos comprimidos (aproximadamente 75mg de sinvastatina), cerca de



53

330mg do placebo e 75mg de sinvastatina, para bal6es volumétricos distintos de
50mL. Foram adicionados 5mL da solucdo de peréxido de hidrogénio a 10% em
cada baldo e levados ao banho ultrassénico por 10 minutos. ApoOs atingida a
temperatura ambiente, foram adicionados 5mL de solucéo de tiossulfato de sddio a
10% em cada baldo e os volumes foram completados com a solucdo diluente. As
solugdes foram centrifugadas a 4000rpm por 15 minutos e depois injetadas.

A solucao branco foi preparada de acordo com o procedimento acima, porém

sem a adicdo de nenhum componente da formulac&o.

3.4.2 Preparo das solucdes branco, amostra, placebo e ativo nas condicfes de

hidroélise acida e basica

3.4.2.1 Hidrdlise acida

Foram pesados e transferidos exatamente cerca de 405mg do p6 recém
triturado dos comprimidos (aproximadamente 75mg de sinvastatina), cerca de
330mg do placebo e 75mg de sinvastatina, para bal6es volumétricos distintos de
50mL. Foram adicionados 5mL da solucao de &cido cloridrico 1M em cada balédo e
levados ao banho ultrassbnico com aquecimento a 80°C por 30 minutos. ApoGs
atingida a temperatura ambiente, o meio foi neutralizado e os volumes foram
completados com a solucdo diluente. As solucdes foram centrifugadas a 4000rpm
por 15 minutos e depois injetadas.

A solugéo branco foi preparada de acordo com o procedimento acima, porém

sem a adi¢cao de nenhum componente da formulagé&o.

3.4.2.2 Hidrélise béasica

Foram pesados e transferidos exatamente cerca de 405mg do pO recém
triturado dos comprimidos (aproximadamente 75mg de sinvastatina), cerca de
330mg do placebo e 75mg de sinvastatina, para baldes volumétricos distintos de
50mL. Foram adicionados 5mL da solu¢éo de hidroxido de s6dio 1M em cada balédo

e levados ao banho ultrassénico com aquecimento a 80°C por 30 minutos. Apos
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atingida a temperatura ambiente, o meio foi neutralizado e os volumes foram
completados com a solucdo diluente. As solu¢des foram centrifugadas a 4000rpm
por 15 minutos e depois injetadas.

A solucao branco foi preparada de acordo com o procedimento acima, porém

sem a adi¢cao de nenhum componente da formulag&o.

3.4.3 Preparo das solucdes branco, amostra, placebo e ativo nas condicdes de

umidade, exposicao a radiacao UV e aguecimento

Foram pesados e transferidos exatamente cerca de 405mg do p6 recém
triturado dos comprimidos (equivalente a 75mg de sinvastatina), 330mg do placebo e
75mg de sinvastatina para trés frascos de vidro transparentes.
3.4.3.1 Procedimento

Para o teste de umidade, os frascos contendo a amostra, o placebo e o ativo
foram acondicionados em camara climatica a 40°C e 75%U.R. Apés 7 dias de
exposicao as amostras foram preparadas seguindo o procedimento descrito no item
3.2.

Para o teste de fotdlise, os frascos contendo a amostra, o placebo e o ativo
foram acondicionados em camara de fotoestabilidade e a emissdo da radiacdo foi
medida no momento inicial da exposicdo e o tempo de exposi¢cdo foi calculado
totalizando 3600000 lux, ou seja, 3 vezes o valor de luz preconizado pelo ICH para
estudos de fotoestabilidade (BAKSHI, 2002). Apos 7 dias de exposicdo as amostras
foram preparadas seguindo o procedimento descrito no item 7.2.

Para o teste de aguecimento, os frascos contendo a amostra, o placebo e o
ativo foram acondicionados em estufa a 80°C. Apos 5 dias de exposicdo as

amostras foram preparadas seguindo o procedimento descrito no item 7.2.

3.5 Validacao da metodologia proposta

O método analitico por CLAE para quantificagdo de produtos de degradacéo
foi validado com base na Resolucdo RE n° 899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003) e
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foi classificado dentro da Categoria Il, conforme descrito na Tabela 5. Os seguintes
parametros de validagédo foram avaliados: seletividade, linearidade, precisao intra-
ensaio e inter-ensaio, exatidao, limite de deteccdo e quantificacdo e robustez. A
validacdo do método para a quantificacdo de produtos de degradacéo foi realizada
utilizando a sinvastatina como referéncia, assumindo o fator de resposta igual a 1. A
validacdo completa faz-se necesséria pois a metodologia farmacopeica proposta faz
parte da monografia da matéria-prima de sinvastatina enquanto a mesma sera

utilizada na forma farmacéutica de comprimidos.

3.5.1 Seletividade e especificidade

A seletividade foi avaliada pela presenca dos produtos de degradacao e
excipientes por meio da CLAE. Para esta finalidade, foram utilizadas as solugdes
branco, amostra, placebo e do principio ativo (sinvastatina) submetidas as condicdes
de degradacéo forcada descritas no item 3.3 e as solucdes branco, amostra, placebo
e do principio ativo em condi¢des normais.

A seletividade e a especificidade foram demonstradas através da separagao
de todos potenciais compostos interferentes em relagcédo ao pico de interesse com
uma resolucdo adequada (geralmente, R = 2) obtidos nos cromatogramas
(SNYDER, 1997). Foram avaliadas as purezas dos sinais de interesse por meio de
detector UV/DAD e esta deve ser no minimo igual a 0,99 (LOWEN, 2003).

3.5.2 Limites de Deteccao e de Quantificacdo

3.5.2.1 Tedrico

Foram preparadas uma solugcédo na concentragao de 1,5ug/ml e uma solugao
contendo 6,6 mg/ml de placebo. As solugbes foram injetadas alternadamente por 10
vezes. Ao final, foi calculada a concentracéo da solucao injetada corrigida pelo valor
do ruido do sistema. Os valores de LD e LQ tedricos obtidos foram calculados a
partir de 3 vezes a concentracdo para a determinacdo do LD e 10 vezes a

concentracéo para a determinacédo do LQ.
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3.5.2.2 Real

Foram preparadas trés solucbes estoque na concentracdo de 27,5ug/ml de
sinvastatina em solucao diluente. As diluicbes foram preparadas conforme a tabela 9
e 0s volumes foram completados com solucdo diluente. As solugbes foram
centrifugadas 4000rpm por 15 minutos. O primeiro ponto das curvas foi

correspondente ao valor do LQ tedrico. A tabela 9, abaixo, indica os pontos.

Tabela 9 - Preparo das solucdes para a avaliagéo do LQ

Aliquota (mL) Diluigdo final (mL)
2,0 100,0
2,0 50,0
3,0 50,0
4,0 50,0
5,0 50,0

As solugdes foram injetadas em triplicata conforme as condigbes
cromatograficas descritas no item 4.2. As areas dos sinais foram medidas para a
construcdo da curva analitica.

O LD e LQ reais foram determinados por meio da equacéo que correlaciona o
desvio padrao da resposta e a inclinagdo da curva (BRASIL, 2003). Os valores de
LD e LQ devem estar abaixo do limite de notificacdo para produtos de degradacéo
desconhecidos em medicamentos de acordo com as especificacdes de 0,1% e

0,05%, dependendo da dose maxima diaria, estabelecidos pelo ICH (ICH 2006).

3.5.3 Linearidade

Foi preparada uma solucdo estoque na concentracdo de 0,38mg/mL
sinvastatina em solucéo diluente. As diluicbes foram preparadas conforme a tabela
10 e os volumes foram completados com solugcéo diluente. As solugbes foram

centrifugadas 4000rpm por 15 minutos.
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Tabela 10 — Preparo das solugfes para a avaliacdo da linearidade

tggﬁg:?g;ﬁf) Aliquota (mL)  Volume (mL) Aliquota (mL)  Diluicdo Final (mL)
0,76 1,0 100,0 4,0 20,0
3,80 - - 1,0 100,0
7,60 - - 2,0 100,0
11,40 - - 3,0 100,0
15,20 - - 4,0 100,0
22,80 - - 6,0 100,0

As solugdes foram injetadas em triplicata conforme as condigbes
cromatograficas descritas no item 4.2. As areas dos sinais foram medidas para a
construcdo da curva analitica. A regresséao linear foi verificada por meio do método
dos minimos quadrados e por analise estatistica (ANOVA) utilizando o programa
computacional Microsoft Excel® 2003. O coeficiente correlagao (r) foi determinado e
este deve ser, no minimo, igual a 0,99. Os fatores de resposta e a distribuicdo dos

residuos foram avaliados por meio do teste de Ryan-Joiner.

3.5.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada em trés niveis de concentragao (LQ, 15 e 22,5 ug/mL)
com adicdo de placebo as matérias-primas.

Foram preparadas nove solucdes estoques conforme a tabela 11 e os
volumes foram completados com solucéo diluente. As amostras foram centrifugadas
por 15 minutos a 4000 rotagdes por minuto (rpm). Para a quantificacdo das
amostras, foi preparada uma solucao, utilizando substancia de referéncia, a 100%
da concentracdo de trabalho do mesmo modo que as solu¢gbes amostras, exceto

para a adicao de placebo.
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Tabela 11 — Preparo das solucdes para a avaliagéo da exatidao

Massa de Volume Aliquota Diluicdo Aliquota Diluicéo final

sinvastatina (mg) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

38,1

37,8 100,0 5,0 50,0 1,0 50,0

38,5

38,4

38,6 100,0 - - 2,0 50,0

38,7

38,4

38,3 100,0 - - 3,0 50,0

38,4

As solugbes foram injetadas em duplicata conforme as condi¢des
cromatograficas descritas no item 4.2.

A taxa de recuperacédo foi calculada através do quociente da concentracao
real pela concentracdo teorica, conforme a equacdo 2. Os resultados de

recuperacéo devem estar compreendidos entre 95 e 105%.

Recuperacédo (%) = Concentracdo real (ug/mL) x 100 (Equacéo 2)

Concentracgdao teodrica (ug/mL)

3.5.5 Precisao

3.5.5.1 Precisao intra-ensaio

A avaliacdo da precisédo intra-ensaio foi realizada no nivel de 100% da
concentracédo de trabalho (15pug/mL). Foram preparadas seis solugdes conforme a
tabela 12 e os volumes foram completados com solucéo diluente. A diluicéo final
foram adicionados 660mg de placebo. As solu¢cbes foram centrifugadas a 4000rpm

por 15 minutos.
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Tabela 12 — Preparo das solugfes para a avaliagcdo da preciséo intra-ensaio

Massa sinvastatina Volume Aliquota Diluigéo final
(mg) (mL) (mL) (mL)

38,4
38,6
38,7
100,0 2,0 50,0
38,4
38,3

38,7

As solugbes foram injetadas em duplicata conforme as condigbes
cromatograficas descritas no item 4.2. Para a quantificacdo das amostras, foi
preparada uma solucéao utilizando substancia de referéncia, na mesma concentracao
e do mesmo modo que as solu¢des amostras, exceto para a adicdo de placebo.

A taxa de recuperacdo foi calculada através do quociente da concentracédo
real pela concentracédo teorica, conforme a equacao 2 do item preciséo intra-ensaio.

O desvio padrao relativo (% DPR) foi calculado e deve ser no maximo igual a
2,0%.

3.5.5.2 Precisao inter-ensaio

Para a determinacdo da precisdo inter-ensaio, foi realizado o mesmo
procedimento descrito para a precisao intra-ensaio, no dia seguinte por um segundo
analista. A taxa de recuperacdo e o DPR foram calculados e a diferenca entre os
analistas 1 e 2 foi avaliada pelo teste F. A tabela 13 relaciona as soluc¢des utilizadas

para este teste.
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Tabela 13 — Preparo das solugfes para a avaliagcdo da preciséo inter-ensaio

Massa sinvastatina Volume Aliquota Diluicéo final
(mg) (mL) (mL) (mL)

38,7
38,4
38,1
100,0 2,0 50,0
38,8
38,0

38,7

3.5.6 Robustez

3.5.6.1 Estabilidade da solucéo

Foi avaliada a partir do monitoramento das injecoes das solucdes padrdo e
amostras recém-preparadas, por um periodo de 24 horas.

Foram preparadas a solucdo padrdo e a da amostra, conforme os itens
3.2.1.7 e 3.2.1.8, respectivamente. As soluc¢des foram injetadas em duplicata por um
periodo de 24 horas, conforme o procedimento descrito no item 3.2 e a variacdo
percentual das areas referente a sinvastatina entre as injecées de cada solucéo foi
avaliada e esta deve ser igual ou menor a 5%. A variacao percentual da area média
do pico referente a sinvastatina no instante testado foi calculada em relacédo a area

média no tempo zero.

3.5.6.2 Variagéo da temperatura do forno

Foi avaliada pela comparacao entre o perfil cromatografico da solucao padréo
e solugdo amostra, analisadas com a temperatura do forno de 29 e 31°C e o perfil
cromatografico da solugdo analisada com a temperatura estabelecida pelo método
em estudo (30°C).
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3.5.6.3 Variacédo no fluxo da fase mével

Foi avaliada pela comparacao entre o perfil cromatografico da solucdo padréo
e da solucdo amostra, analisadas com o fluxo de 2,9 e 3,ImL/min e o perfil
cromatografico da solugdo analisada com o fluxo estabelecido pelo método em
estudo (3,0 mL/min).

3.5.6.4 Variacdo da composicdo da fase movel

Foi avaliada em funcdo da comparacdo entre o perfil cromatografico das
solucbes padrdo e amostra analisadas com fase mével estabelecida pelo método em
estudo (fase A e fase B) e o perfil cromatogréfico das solu¢gbes analisadas com a
fase A (acetonitrila: solucao &cido fosférico (55:45) e a fase B.

3.5.6.5 Variacéo do lote da coluna cromatogréfica
Foi avaliada pela comparacdo entre o perfil cromatografico da solucao

amostra e da solucdo padrdo, analisadas com colunas cromatograficas de diferentes
lotes no teste da precisao inter-corridas.

3.5.7 Teste de membrana de filtracdo

Foi avaliada pela comparacdo entre amostras filtradas em dois tipos

diferentes de material filtrante e a solu¢éo obtida apés a centrifugacao.

3.6 Avaliacéo da estabilidade da formulag&o ao longo do prazo de validade

A estabilidade da sinvastatina, como substancia ativa, e também o
aumento/formacdo dos produtos de degradacdo, em trés lotes da formulacdo de
comprimidos revestidos, ao longo do prazo de estabilidade proposto de 24 meses,
foram avaliados. Os testes fisicos (aspecto, umidade e dureza), fisico-quimicos

(teor e dissolucdo) e microbiolégicos (contagem total de fungos/leveduras e
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auséncia de patdégenos) foram realizados a fim de avaliar a manutencao destas

propriedades ao longo do estudo.

3.6.1 Avaliacdo dos produtos de degradacdo

A pesquisa de produtos de degradacdo na formulacdo foi realizada nas
condi¢cdes de armazenamento de 30°C de temperatura e 75% de umidade relativa.
As amostras foram analisadas periodicamente (0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses) de
acordo com a Guia para realizacdo de estudos de estabilidade (BRASIL, 2005),

seguindo a metodologia proposta no item 3.2.

3.6.2 Avaliacao das propriedades fisicas, fisico-guimicas e microbioldgicas

3.6.2.1 Avaliacéo das propriedades fisicas

As avaliacdes das propriedades fisicas tais como aspecto, umidade e dureza
foram realizadas nas condicfes de armazenamento de 30°C de temperatura e 75%
de umidade relativa. As amostras foram analisadas periodicamente (0, 3, 6, 9, 12, 18
e 24 meses) de acordo com a Guia para realizacdo de estudos de estabilidade
(BRASIL, 2005).

O teste do aspecto foi realizado por metodologia visual seguindo a
especificacdo da descricdo do aspecto inicial. Os testes de umidade e dureza foram
realizados através de metodologias descritas nos capitulos gerais de perda por
dessecacao (5.2.9) e dureza (5.1.3.1) na Farmacopéia Brasileira versao 05, em
anexo (BRASIL, 2010).

3.6.2.2 Avaliacao das propriedades fisico-quimicas

As avaliagbes do teor e do percentual de dissolugdo da sinvastatina na

formulacdo foram realizadas nas condicdbes de armazenamento de 30°C de

temperatura e 75% de umidade relativa. As amostras foram analisadas
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periodicamente (0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses) de acordo com a Guia para realizacao
de estudos de estabilidade (BRASIL, 2005).

Os testes de teor e dissolucdo de sinvastatina na formulacdo foram
realizados através de metodologias descritas na monografia de sinvastatina

comprimidos na Farmacopéia Americana versao 34, em anexo (UNITED, 2011).

3.6.2.3 Avaliacao das propriedades microbioldgicas

A contagem total de micro-organismos aerdbios, a contagem total de fungos e
leveduras e auséncia de patdgenos ( P. Aeroginosa, E. Coli, Salmonella sp. e S.
aurus) na formulacéo foram realizadas ao longo do prazo de validade proposto de
24 meses, nas condi¢cdes de armazenamento de 30°C de temperatura e 75% de
umidade relativa. As amostras foram analisadas nos pontos inicial e final do estudo
de acordo com a Guia para realizacao de estudos de estabilidade (BRASIL, 2005).

Os testes microbioldgicos foram realizados através de metodologia descrita
no capitulo geral (5.5.3) da Farmacopéia Brasileira versao 05, em anexo (BRASIL,
2010).
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4. RESULTADOS

4.1 Adequacéo do sistema

Os resultados de adequacgao do sistema estdo representados pela tabela 14.
Os valores de tempo de retencdo e resolugdo estiveram de acordo com a
especificacdo da farmacopéia americana e o valores de fator de capacidade e
assimetria também apresentaram resultados satisfatérios de acordo com a faixa
recomendada de k™ > 2 para o fator de capacidade e fator de cauda (T) menor que 2
(USP, 2011 e FDA, 1994). O valor de niumero de pratos teéricos em geral deve ser
maior que 2000 (SHABIR, 2003). A figura 5 mostra o cromatograma obtido no teste

de adequacao da linearidade.

Tabela 14— Resultado para o teste de adequacéo do sistema

Nome TR k' T N Res
Sinvastatina 3,3 15,7 1,2 47195 48

TR= tempo de retencdo relativo k'=fator de capacidade T=fator de cauda N=pratos tedricos Res= resolu¢édo

20 0

Impureza E+F

=

1
SIMWAST ATIM A,

=

Gradiente

1] 2 4 G g 0 12
RMhves

Figura 5- Cromatograma representativo da solucdo de adequacao
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4.2 Teste de estresse e seletividade

Os cromatogramas obtidos no teste de estresse estdo representados a seguir
nas figuras 6 a 9.

As solugbes-branco foram injetadas para verificar se os diluentes utilizados
nas amostras, sofreram degradacdo e/ou possuem algum interferente ho mesmo
tempo de retencdo dos compostos (sinvastatina e impurezas) em estudo. Foi
observado um sinal em 9,5 minutos oriundo da condicdo cromatografica do
gradiente. Nas condi¢cBes de hidrélise &cida e oxidacao ha sinais (TR=0,18 minutos e
TR=0,27 minutos, respectivamente) referentes aos reagentes utilizados na
degradacdo (HCI 1M e peréxido de hidrogénio 10%, respectivamente) . Através da
figura abaixo foi verificado que n&do ha interferentes do branco nas condi¢des de

degradacéo.

umidade

/ oxidacao ; :

/
fotolise/termolise — |
\

hidrolise basica

I - |
"l / N hidréolise aci ,, 'r‘ .
1 I 4‘

I - - N

—— |
o ___.normal—-|

e 4

Figura 6- Cromatogramas representativos das solugdes-branco nas condigoes
normal, hidrélise acida, hidrélise béasica, fotlise/termolise, oxidacdo e umidade (de

baixo para cima).

Nas solugbes do placebo ndo foram observadas degradagbes, somente 0S
sinais referentes ao placebo nos tempos de retencéo de 0,3, 0,6 e 0,8 minutos,
aproximadamente. Observou-se, também, o pico relativo ao gradiente no tempo de
9,5 minutos. A figura abaixo apresenta as solugbes-placebo nas condicbes normal e

nas condi¢des de degradacao.
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Figura 7- Cromatogramas representativos das solucfes-placebo nas condicdes
normal, hidrdlise acida, hidrélise basica, fotélise, oxidacéo, termdlise e umidade (de

baixo para cima).

Foi verificado que a formulacéo € susceptivel as degradacdes acida e basica,
obtendo-se resultados significativos de degradacdo (Figura 8). O mesmo foi
observado no teste de estresse realizado na matéria-prima utilizando as mesmas
condi¢cOes de degradacéao (Figura 9).

De acordo com a tabela 15 foi observado que a impureza A (TR= 0,7) é um
potencial produto de degradacdo oriundo das degradacfes por hidrélise acida e
basica, pois houve um aumento significativo da concentracdo desta impureza no
produto de, aproximadamente, 63% e 16% respectivamente, contra 0,7% da
condicdo controle (inicial). O mesmo comportamento foi observado na matéria-prima
qguando foram submetidas as mesmas condicbes de estresse. Foi observado um
aumento significativo da impureza A correspondendo a uma concentragado
aproximada de 46% (hidrélise acida) e 15% (hidrolise basica) contra 0,3% da
condigao controle (inicial).

Zhao e colaboradores concluiram que o produto formado apds a submisséo
da sinvastatina a condicbes de hidrélise, corresponde a forma hidroxiacida da
lactona (ZHAO; et al, 2000). Alvarez e colaboradores demonstraram que esta
conversdo obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem que aumenta com a
temperatura e é pH-dependente sendo potencializada em condi¢cdes alcalinas
(ALVAREZ, 2005).
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Nos estudos conduzidos por Yang e Hwang e Gomes e colaboradores foi
verificada a conversao completa da estatina para a forma hidroxiacido em condi¢des
alcalinas (YANG e HWANG, 2006; GOMES, 2009). No estudo de Gomes e
colaboradores as amostras foram degradadas diretamente nas solucdes de HCI e
NaOH 1,0M, mantidas a 80° C por quatro horas (GOMES, 2009). Yang e Hwang
verificaram que ocorre uma conversao de 28% da lactona para a forma hidroxiacida
guando dissolvida em agua mantida a 100°C por uma hora (YANG e HWANG, 2006).
Quando mantida em solucdo contendo 70% de acetonitrila a 25°C, apos igual
periodo, esta conversdo é de apenas 9%. Esta diferenca ocorre devido a
solubilidade da sinvastatina em agua ser menor que em acetonitrila (YANG e
HWANG, 2006). Yang e Hwang demonstraram que esta conversdo pode ser
retardada pela adicdo de pequena quantidade de &cido acético na solucao
retificando a conclusdo encontrada por Alvarez e colaboradores (ALVAREZ, 2005;
YANG e HWANG, 2006). Verificaram também que a conversdo total ocorre em
solucdes alcalinas de NaOH 0,1M ou KOH 0,05M preparadas com 25% ou 50% de
acetonitrila em agua apos 24 horas de exposicdo a temperatura ambiente (YANG e
HWANG, 2006). Em solucbes alcalinas metandlicas, preparadas com 25-90% de
metanol em 4gua a conversdao foi total mas posteriormente a forma hidroxiacida foi
convertida para a forma estermetilico potencializada pela adicdo de metanol que
atua como nucleodfilo da reacdo (YANG e HWANG, 2006).

Diante destes achados, as condicfes de hidrolise para a realizacdo deste
trabalho foram mais brandas (adicdo de 5mL da solugdo de NaOH 1M por 30
minutos a 80°C e depois neutralizacdo) afim de se evitar a conversao total da
sinvastatina e formacé&o do produto de degradacéo da impureza A.

A matéria-prima €& pouco susceptivel a degradagdo por oxidagado
apresentando apenas 1,77% de degradacao contra 0,17% do total de impurezas
desconhecidas, o que nao foi observado no produto, provavelmente, devido a
presenca de agentes anti-oxidantes como o &cido ascoérbico e o butilidroxianisol
(BHA) presentes na formulagcdo do produto. N&o foi observado um aumento da
concentracéo de impurezas conhecidas.

A matéria-prima ndo sofreu degradacao fotolitica, observado em pequena
proporcao no produto através de um ligeiro aumento da impureza E+F.

Tanto o produto quanto a matéria-prima sao pouco suscetiveis ao calor. Foi

verificado um pequeno aumento das concentracdes de impurezas desconhecidas e



decaimento do teor de sinvastatina.

O produto sofreu degradacdo nédo significativa quando exposto a umidade.

N&o foi observado o mesmo na matéria-prima.

A impureza [E+F] (lovastatina) é susceptivel a hidrélise acida e basica e
também a oxidacdo conforme verificado no estudo de Yang e Hwang (YANG e

HWANG, 2006), pois foi observado o seu decaimento apds as condi¢cdes de

degradacéo.

N&o se observou degradacéo do placebo em qualquer condicdo de estresse.

r

umidade ——

oxidacdo -/ i‘

termolise,

hidrolise basica

fotolise.._ ./

~—_hidrélise .acida_ |

___normal ___

Figura 8- Cromatogramas representativos das solucBes-amostra nas condicdes

normal, hidrdlise &cida, hidrélise basica, fotblise, oxidacéo, termdlise e umidade (de

baixo para cima).
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oxidagdo- ' | h
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Figura 9- Cromatogramas representativos das solu¢cdes da matéria-prima nas

condi¢bes normal, hidrolise &cida, hidrélise basica, fotdlise, oxidagdo, termolise e

umidade (de baixo para cima).

As tabelas 15 e 16 resumem os percentuais de degradacdo na formulacdo e

na matéria-prima apés os testes de estresse.

Tabela 15 - Resumo dos produtos de degradacdo obtidos apds os testes de

degradacéo na formulacéo

% Total Impureza Impureza Impureza Impureza Impureza Impureza
Condicdes desconhecido A% B % C% D % [E+F] % G %
Inicial 0,08 0,71 0,02 0,10 0,13 0,27 0,07
Hidrolise acida 1,58 62,87 0,01 0,15 0,06 0,09 0,05
Hidrolise basica 0,08 15,50 0,02 0,14 0,09 0,23 0,07
Oxidagéao 0,10 0,92 0,03 0,12 0,10 0,27 0,07
Fotolise 0,09 0,76 0,03 0,12 0,10 0,43 0,06
Termdélise 0,15 0,60 0,02 0,20 0,10 0,25 0,06
Umidade 0,08 0,95 0,03 0,12 0,12 0,27 0,06
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Tabela 16 - Resumo dos produtos de degradacdo obtidos apds os testes de
degradacdo na matéria prima de sinvastatina

% Total Impureza Impureza Impureza Impureza Impureza Impureza
CondigBes desconhecido A% B % C% D % [E+F] % G %
Inicial 0,17 0,27 0,10 0,10 0,08 0,49 0,06
Hidrélise acida 0,29 46,06 0,06 0,16 0,06 0,25 0,04
Hidroélise basica 0,14 15,46 0,10 0,11 0,09 0,43 0,06
Oxidacao 1,77 0,09 0,10 0,09 0,08 0,45 0,05
Fotdlise 0,17 0,08 0,10 0,09 0,06 0,51 0,06
Termolise 0,45 0,21 0,06 0,07 0,02 0,33 0,03
Umidade 0,08 0,13 0,10 0,09 0,09 0,51 0,06

A pureza dos picos de sinvastatina foi avaliada por analise espectral em cada
condicao do teste de estresse. O valor de 0,99 é considerado como valor aceitavel
de pureza de sinal (LOWEN, 2003). Nos gréficos 1 a 7 foram demonstrados que 0s

valores obtidos sdo satisfatorios.
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Grafico 1 — Pureza de pico da solucdo-amostra na condi¢do normal
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Gréfico 2 — Pureza de pico da solugdo-amostra na condi¢éo de hidrdlise acida
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Gréfico 3 — Pureza de pico da solu¢do-amostra na condi¢éo de hidrdlise basica
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Gréfico 4 - Pureza de pico da solugdo-amostra na condigcdo de termdlise
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Grafico 5 - Pureza de pico da solucdo-amostra na condicdo de oxidacao
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Gréfico 6 - Pureza de pico da solugcdo-amostra na condicéo de fotdlise
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Gréfico 7 - Pureza de pico da solugdo-amostra na condigdo de umidade
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4.3 Limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ)
4.3.1 Teorico

Os valores de LD e LQ teodricos obtidos foram 0,17 pg/ml e 0,55 pg/ml,
respectivamente. A concentracdo da solucdo (equacdo 3) do ativo utilizada foi
corrigida pelo sinal obtido e também pelo valor de ruido do placebo. A tabela 17

apresenta os resultados obtidos do sistema.

Tabela 17 - Resultados do teste de LD e LQ tedricos

Sinal do ativo Ruido do sistema Valor do sinal corrigido  Concentracdo da solucdo
(placebo) (ativo) (Mg/ml)
959,566 33,985 925,581 15

Concentracéo (pg/mL) = Média do valor do ruido x Conc. da solucdo (equacao 3)

Valor do sinal corrigido
4.3.2 Real

A determinacdo do LD e do LQ reais foi realizada por meio das equac¢fes a

seqguir:

Sa Sa
LD = 3%, (equacdo 4) e LQ= 10%77 (equacso 5)

Onde: sa, desvio padrdao do intercepto com o0 eixo y; b, inclinagdo da curva
analitica (BRASIL, 2003).
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Tabela 18 — Dados das curvas 1, 2 e 3 para determinacao dos LD e LQ

Concentracéo (ug/ mL) Area curva 1 Area curva 2 Area curva 3
0,55 10956 10974 10259
0,55 10933 10808 10630
1,10 22853 21850 21459
1,10 22430 21995 21449
1,65 33820 33083 33699
1,65 33709 33128 33487
2,20 44081 44599 44232
2,20 44130 44195 44622
2,75 56320 55343 55139
2,75 56116 55616 55475

r= 0,9997 1,0000 0,9998
a 20384 20319 20509
b -68,5 -336,4 -389,7

Tabela 19 — Valores obtidos de LD e LQ

Media de a DPb LD LQ
20404 351 0,05 pg/mL 0,17 pg/mL

Os valores de LD e LQ apresentaram-se abaixo da concentracdo de descarte,

ou seja, abaixo do nivel notificacdo. (ICH, 2006)

4.4 Linearidade

A linearidade foi verificada através da obtengcdo do gréafico das respostas
(area) em funcédo da concentracdo. A linearidade foi avaliada na faixa de 0,05% a
1,5% que contempla a faixa de concentracdo da especificacdo maxima da impureza
e o nivel de notificacao.

Os dados das é&reas obtidas foram lancados em uma planilha de Excel (tabela

20) para o calculo da regressao linear através do método dos minimos quadrados e
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obteve-se a equacdo da reta representada pela fungcdo y=18508+530,83 de
coeficiente de correlagéo igual a 1,0000. Através do método dos minimos quadrados
foi possivel determinar a reta que mais se ajusta através de um conjunto de pontos
dispersos e que nao estdo localizados exatamente sobre uma linha reta (HARRIS,
2008).

Tabela 20 — Resultados obtidos da curva da linearidade da sinvastatina

Concentracao real (ug/mL) Area Area média Desvio DPR%

0,75 13727

0,75 13516 13631 87,18 0,64
0,75 13650

3,74 70470

3,74 70436 70407 66,52 0,09
3,74 70315

7,47 139929

7,47 139277 139807 392,53 0,28
7,47 140215

11,21 203987

11,21 207640 206245 1611,35 0,78
11,21 207108

14,94 278135

14,94 277160 277857 496,20 0,18
14,94 278276

22,41 415324

22,41 414122 415232 871,96 0,21

22,41 416252
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Grafico 8 — Linearidade da curva da sinvastatina

Os residuos foram calculados pela analise estatistica do Excel conforme

representados nas tabelas 21 e 22 e no Gréfico 9.

Tabela 21 — Dados das estatisticas de regressao da curva analitica da sinvastatina

Parametro
R mudltiplo
R-Quadrado
R-quadrado ajustado
Erro padréo
2x erro padréo

Observacbes

Resultado
1,0000
0,9999
0,9999

1323,90
2647,79
18




Tabela 22 - Resultados dos residuos da curva analitica da sinvastatina

Observacédo Y previsto Residuos Residuos padréo
1 14358 -631 -0,49
2 14358 -842 -0,66
3 14358 -708 -0,55
4 69666 804 0,63
5 69666 770 0,60
6 69666 649 0,51
7 138802 1127 0,88
8 138802 475 0,37
9 138802 1413 1,10
10 207937 -3950 -3,08
11 207937 -297 -0,23
12 207937 -829 -0,65
13 277073 1062 0,83
14 277073 87 0,07
15 277073 1203 0,94
16 413909 1415 0,6701
17 413909 213 0,1007
18 413909 2343 1,1096

77
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Grafico 9 — Grafico dos residuos

A linearidade foi considerada satisfatoria pois o valor minimo aceitavel para o
coeficiente de correlacao foi alcancado, de acordo com a RE no 899, de 29 de maio
de 2003, publicada pela ANVISA (BRASIL, 2003).

Os residuos seguiram a distribuicdo normal no intervalo de + 2 vezes o erro
padrdo. A populacao dos residuos normalmente distribuidos apresenta média igual a
zero (MILLER; MILLER, 2010).

A linearidade proposta pela equacdo da reta estabelecida foi confirmada
através da anadlise estatistica de variancia (ANOVA). Os dados obtidos do teste de

ANOVA estao apresentados na tabela 23.

Tabela 23 - Confirmacgao da linearidade por ANOVA

gl SQ MQ F F de significagéo
Regressao 1 3,19763E+11  3,1976E+11  182439,906 6,86771E-34
Residuo 16 28043238,66 1752702,42
Total 17 3,19791E+11

gl=graus de liberdade, SQ=soma quadratica, MQ= média quadratica, F=F calculado, E=exponencial

Foi testada a hipétese de que o coeficiente angular da reta (b) é igual a zero
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(hipbétese nula (HO)) e de que o coeficiente angular da reta (b) € diferente de 0

(hipotese alternativa).

O método proposto € linear no intervalo de 0,75 pg/mL a 22,5 ug/mL, pois o
valor de F calculado é maior do que o F critico, indicando que a hipotese nula foi
aceita, ou seja, o coeficiente angular da reta (b) é igual a zero (MILLER; MILLER
2010).

4.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada pela % de recuperacdo do método analitico em cada
nivel de concentracdo 0,05%, 100%, e 120% da concentracdo de trabalho, atraves
da adicdo conhecida de sinvastatina ao placebo. A % de recuperacéo foi calculada
por meio da razdo entre a concentracdo média experimental e a concentracdo
tedrica. A tabela 24 apresenta os resultados obtidos para exatiddo do método

proposto.

Tabela 24 — Dados e resultados das amostras da exatidao

Concentracgdo tedrica (ug/mL)  Concentracao real (ug/mL)  Recuperacao (%)

0,75 0,74 98,67
0,74 0,74 100,00
0,76 0,75 98,68
15,36 15,22 99,09
15,44 15,34 99,35
15,48 15,32 98,97
23,04 23,08 100,17
22,98 22,95 99,87
23,04 23,00 99,83

Média 99,34

Os valores obtidos encontram-se em conformidade com o critério de
aceitacédo estabelecido. Tais valores devem estar compreendidos entre 90% e 110%
(ERMER; MILLER, 2005).
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4.6 Precisao

4.6.1 Precisao intra-ensaio

A precisdo intra-ensaio do método foi avaliada no nivel de 100% da
concentracéo de trabalho (15,00ug/mL). A tabela 25 apresenta o valore de DPR%

para precisao intra-ensaio.

Tabela 25 — Dados e resultados das amostras da preciséo intra-ensaio

Concentracdo tedrica (ug/mL)  Concentracgdo real (pg/mL) Recuperacgéao (%)

15,10 14,84 98,29
15,18 15,17 99,98
15,22 14,90 97,94
15,10 14,80 97,99
15,06 14,82 98,44
15,22 15,15 99,56
Média = 98,70
Desvio = 0,86
DPR% = 0,87

O desvio padréao relativo, ou coeficiente de variacdo (DPR% = 0,87) das seis
amostras foi considerado satisfatorio, pois o valor obtido foi menor que o
estabelecido pelo critério de aceitagdo (DPR% < 10%) (ERMER; MILLER, 2005).

4.6.2 Precisao inter-ensaio

A precisao inter-ensaio do método foi avaliada no nivel de 100% da
concentracédo de trabalho por outro analista em outro dia diferente. Os resultados

estdo apresentados na tabela 26.
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Tabela 26 — Dados e resultados das amostras da precisédo inter-corrida

Concentracao tedrica (mg/mL) Concentracéo real (mg/mL) Recuperacao (%)

15,22 14,66 96,34
15,10 14,69 97,32
14,98 14,39 96,07
15,26 15,12 99,10
14,94 14,45 96,69
15,22 15,02 98,69

Média = 97,37

Desvio = 1,26

DPR% = 1,30

O desvio padréo relativo, ou coeficiente de variagcdo (DPR%=1,27) das doze
amostras foi considerado satisfatorio, pois o valor obtido foi menor que o
estabelecido pelo critério de aceitagdo (DPR% < 10) (ERMER; MILLER, 2005).

A preciséo intercorrida foi confirmada através da comparacao das variancias
entre os analistas (teste F). Os resultados das variancias estdo demonstrados na
tabela 27.

Tabela 27- Resultado do teste F entre os analistas 1 e 2

Analista 1 Analista 2
Média 98,8 97,2
Variancia 1,2 0,7
Observacéo 5 5
gl 4 4
F 1,71
P (F <f) uni-caudal 0,31
P critico uni-caudal 6,39

gl=graus de liberdade, F=f calculado

A hipotese nula (HO) é de que ndo ha diferenca estatisticamente significativa
entre as variancias, ou seja, de que nao ha diferenca entre os resultados obtidos
pelos analistas 1 e 2. O valor de F (1,71) € menor do que o valor de F critico (6,39).
Ou seja, a hipotese nula (HO) foi aceita, indicando de que nao diferenga entre os
resultados dos analistas 1 e 2 (MILLER; MILLER, 2010).
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4.7 Intervalo

Para a avaliacdo deste parametro, foram utilizados os dados obtidos nos
itens 4.4, 4.5 e 4.6 onde foram comprovadas a linearidade, a exatiddo e a precisao
do método, quando aplicado as amostras de sinvastatina. O intervalo estabelecido
foi considerado satisfatorio, pois o método apresentou precisdo, exatiddo e
linearidade adequadas quando aplicado a quantificacdo de impurezas em amostras

de formulacao contendo sinvastatina.

4.8 Robustez

A capacidade do método de resistir a pequenas alteracdes nos parametros
analiticos que, eventualmente, possam ocorrer na rotina foi verificada alterando-se a
proporcao de fase mével (£ 2% modificador organico), o fluxo da fase mével (x0,1
unidade), a temperatura do forno (x1°C) e verificando-se a influéncia dessas
alteracdes nos perfis cromatogréficos. Os resultados estdo apresentados nas figuras
10 e 11.

composigéo da fase mével

temperatura de 51°C e —————————————

|
temperatura de 49°C - - e

fluxe de 3, 1mL/min

fluxo de 2.9 mL/min — _ S—

normal

Figura 10- Sobreposicdo da solucdo padrédo nas condi¢cdes normal, fluxo de 2,9
mL/min. e fluxo de 3,1mL/min. temperatura de 49°C, temperatura de 51°C e variagao

da composicéo da fase movel (de baixo para cima)
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Foi verificado nas figuras 10 e 11 que a sinvastatina sofreu variagcéo
significativa do tempo de retencdo quando a composi¢cédo da fase mével foi alterada

passando de 3,3 minutos para 6,1 minutos.

@
1 23 e, dom. i- 2zl E o 1. 230 nm] 11- 1. 23 nm, 4o 1. 25 o, £ 1: 28 nm, £rem
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\ T ——— — temperatura de 51°C
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|
. | ! { ;\\ temperatura de 49°C -J}

e ) ] — ‘ ‘ \‘ - — i fluxo de 3,1mL/min ——u
) _ fluxo de 29 mL/min ‘HI

/
|
\
|
\
\
|
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Figura 11- Sobreposicédo das solucdes amostra nas condicdes normal, fluxo de 2,9 e
fluxo de 3,1 temperatura de 49°C, temperatura de 51°C e variacdo da composicao

da fase movel (de baixo para cima)

O método foi considerado robusto as variacdes realizadas, pois o perfil
cromatografico ndo sofreu alteracées, com excecdo da condicdo da condicdo de
mudanca de fase modvel, pois esta apresentou uma variacdo brusca do tempo de

retencdo da sinvastatina quando comparado a condicdo normal.

4.9 Estabilidade das solucdes

A solucédo do padrao foi considerada estavel, até o tempo de 24 horas em que
a variacdo percentual da area média do pico referente a sinvastatina no instante
testado em relacdo a area média no tempo zero, foi de £ 5 %. Verificou-se que
ocorre um aumento da area da impureza hidroxiacido na solugdo amostra (1,5
mg/mL) durante o teste de estabilidade, pois esta impureza é um produto de
hidrélise, sendo assim a solugdo amostra foi considerada estavel por um periodo de

3 horas na condicdo ambiente. Torna-se necessaria a avaliacdo da estabilidade da
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solugdo em equipamento de HPLC com sistema de injecao refrigerada a fim de
prolongar o tempo de andlise para garantir o preparo de um numero maior de

amostras durante as analise de rotina do controle de qualidade.

Tabela 28 — Resultados da estabilidade das solugcbes

padrao amostra hidroxiacido
Tempo Area Média Variacdo (%) Area Média Variacdo (%) Area Média Variacdo (%)
0 31281 NA 15704234 NA 106731 NA
2 31770 1,56 15741841 0,24 109947 3,01
5 31556 0,88 15760720 0,36 112821 571
10 31310 0,09 15769457 0,42 115862 8,56
24 31506 0,72 15730064 0,16 125073 17,19

4.10 Teste de membrana de filtracao

Os filtros de seringa podem ser utilizados para assegurar a remocado de
contaminantes particulados, oferecer protecdo aos componentes dos instrumentos
analiticos e também auxiliar na agilidade das analises. Os tipos de membrana de
filtracdo foram escolhidas de acordo com a compatibilidade quimica entre solvente e
o material da membrana.

As solucbes padrdo e amostra foram filtradas em dois diferentes tipos de
membrana, RC e PVDF, ambas com 0,45um de tamanho de poro, e comparadas
com as mesmas solucdes centrifugadas por 15 minutos a 4500rpm. Os resultados

estdo apresentados nas tabelas 29 e 30.
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Tabela 29 — Areas de sinvastatina obtidas no teste de membrana da solugdo padréo

Centrifugada RC 0,45 um PVDF 0,45um

1 31173 31129 31275

2 31423 31574 30953

3 31303 31328 31248

4 31871 30395 32314

5 31600 30576 31134

6 31062 31727 30997

7 31662 31242 31775

8 31036 31328 30535

9 31235 31393 31365

10 31555 30336 31040

Média 31392 31103 31264

DP 262,55 467,32 462,68
DPR% 0,84 1,50 1,48

Tabela 30 — Areas de sinvastatina obtidas no teste de membrana da solucéo

amostra
Centrifugada RC 0,45 uym PVDF 0,45 ym
1 19513343 19728725 19753698
2 19639208 19460177 19479937
3 19490137 19526319 19597708
4 19511908 19526748 19608724
5 19442335 19379150 19652530
6 19552835 19351880 19662260
7 19529468 19549075 19618005
8 19686419 19622836 19655345
9 19519481 19692745 19565038
10 19485377 19556127 19623350
Média 19537051 19539378 19621660
DP 69569,16 115820,93 67244,88
DPR% 0,36 0,59 0,34




Tabela 31 - Teste T no teste de membranas da solugéo padréo
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Centrifugada RC Centrifugada PVDF
Média 31416,33333 31099,88889 31416,3333  31262,33333
Variancia 79501,5 272885,3611 79501,5 267572,5
Observacbes 9 9 9 9
Correlacdo de Pearson -0,740480165 0,77244508
Hipotese da diferenca 0 0
gl 8 8
t Stat 1,256849793 1,32405539
P(T<=t) bi-caudal 0,244261789 0,22206353
t critico bi-caudal 2,306004133 2,30600413
gl=grau de liberdade, t Stat=t calculado
Tabela 32- Teste T no teste de membranas da solugdo amostra
Centrifugada RC Centrifugada PVDF
Média 19539685,33  19518339,67 19539685,3 19606988,56
Variancia 5971769111 11788637101 5971769111 3230930966
Observactes 9 9 9 9
Correlacdo de Pearson 0,214337355 -0,25604722
Hipétese da diferenca 0 0
g 8 8
t Stat 0,538075733 -1,88675136
P(T<=t) bi-caudal 0,605166986 0,09590421
t critico bi-caudal 2,306004133 2,30600413

gl=grau de liberdade, t Stat=t calculado

Verifica-se através do teste T (tabelas 31 e 32) que ndo ha diferencas entre a

utilizacdo dos filtros de seringa com os dois tipos de membrana. A hipétese nula

(HO) é aceita e indica que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as

meédias, ou seja, de que nao ha diferenca entre os resultados obtidos. O valor de T (

RC=0,54 e PVDF= -1,89) é menor do que o valor de T critico (2,31). Ou seja, a

hipotese nula (HO) foi aceita, indicando de que n&o diferenca entre os resultados das

amostras centrifugadas com as amostras filtradas.

De acordo com os resultados obtidos, ambos os filtros podem ser utilizados

durante as anéalises de rotina.
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4.11 Avaliacao da estabilidade da formulacdo ao longo do prazo de validade

A estabilidade da formulacédo foi verificada ao longo do prazo de validade
através da avaliacdo dos produtos de degradacdo e das propriedades fisicas,
fisico-quimicas e microbiologicas. O estudo de estabilidade de longa duracéo foi
conduzido para a obtencdo de conclusdes sobre o comportamento quimico e o

perfil de degradacéo da sinvastatina na formulacéo.

4.11.1 Avaliacdo dos produtos de degradacao

Neste estudo foram observados se houve formacdo de produtos de
degradacdo bem como o aumento quantitativo dos produtos presentes no ponto
inicial. As amostras foram analisadas seguindo a metodologia proposta no item 3.2.
O sistema de adequacédo foi monitorado durante todo o estudo e os resultados
obtidos mantiveram-se dentro da especificacdo (Res > 4 e razao sinal/ruido > 10).
Os produtos de degradacdo conhecidos foram identificados pelos respectivos
tempos de retencao relativo visto que foi demonstrada a adequacao do sistema
cromatografico em cada analise.

Nas trés formulacdes foi verificada a presenca de impurezas conhecidas e
desconhecidas no ponto inicial. Estas impurezas podem ser oriundas da matéria-
prima ou formadas durante o processo de manufatura do produto.

N&o foi verificado um aumento da impureza A (hidroxiacido) como observado
no teste de estresse realizado nas condi¢cdes de hidrdlise acida/basica, o que
corrobora com o exposto pelo ICH e por Baertschi de que nem todos os produtos
de degradacédo determinados do teste de estresse se formardo ao longo do prazo
de validade do produto. Nos pontos de 6 e 12 meses foi observado um decaimento
oriundo de variagfes analiticas, porém nao significativo devido ao resultado obtido
ser um valor baixo. Estas variacbes sdo esperadas ao longo do estudo de
estabilidade (O DONNEL, 2005).

Para as demais impurezas G, B, C, D ndo foram observadas variacbes dos
resultados.

No gréfico 10 estdo apresentados os resultados obtidos nas andlises de

pesquisa de produtos de degradacdo nos lotes A, B e C respectivamente. Pelos
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7z

resultados obtidos foi verificado que o produto é estavel quanto a formacgédo de
produtos de degradacdo. As impurezas desconhecidas ndo atingiram 0,1%

portanto ndo foram reportadas (ICH, 2006).

Lote A Lote B Lote C

P
a=Irpureza
Impureza

000 B T — e ————
a ET 9 1z 15 W2 2
Mesa: Mazes Meses

Gréfico 10 - Resultados obtidos nos testes fisicos de umidade e dureza ao longo do
estudo de estabilidade

4.11.2 Avaliacao das propriedades fisicas, fisico-qguimicas e microbioléqgicas

4.11.2.1 Avaliacédo das propriedades fisicas

O aspecto, umidade e dureza foram avaliados para verificar a manutencao
das propriedades fisicas das trés formulacdes.

Foi observada uma alteracdo do aspecto dos comprimidos destacada pelo
aparecimento de manchas de cor marrom nos trés lotes analisados a partir do 9°
més até o final do estudo (24° més).

Nao foi observado um aumento da quantidade de agua na formulacdo ao
longo do estudo. Foi detectado um resultado atipico no 6° més que pode ser
desconsiderado pela tendéncia dos demais pontos. O teste de dureza apresentou
resultados satisfatorios ( ndo menos que 3Kp) ao longo do periodo avaliado. Os

resultados estdo apresentados no grafico 11.
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Grafico 11-Resultados obtidos nos testes fisicos de umidade e dureza ao longo do

estudo de estabilidade
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4.11.2.2 Avaliacéo das propriedades fisico-quimicas

Os testes de teor e dissolucdo de sinvastatina na formulacdo foram
realizados para avaliar o decaimento e a performance do produto quanto a
porcentagem de liberacdo da substancia ativa.

Através dos resultados apresentados no gréfico 12 foi verificado que nao
houve decaimento do teor da substancia ativa nos trés lotes analisados (ndo
menos que 10%). Foi observada uma queda néo significativa dos percentuais de
dissolugdo ao final do estudo, porém os resultados mantiveram-se acima da
especificacao (Q > 80%).
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Grafico 12-Resultados obtidos nos testes fisico-quimicos de teor e dissolu¢do ao
longo do estudo de estabilidade

4.11.2.3 Avaliacéo das propriedades microbiolégicas

A contagem total de micro-organismos aerébios e a contagem total de
fungos e leveduras foram mantidas menores que 1000 UFC/g e foi verificada a
auséncia de patégenos ( P. Aeroginosa, E. Coli, Salmonella sp. e S. Aurus) no 24°

més indicando a manutencdo desta caracteristica ao final do estudo.
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5. CONCLUSAO

O método analitico da matéria-prima de sinvastatina da Farmacopéia
Americana demonstrou que pode ser utilizado para avaliar a estabilidade dos
comprimidos de sinvastatina, pois ndo ha interferéncias dos produtos de
degradacédo, quando submetidas a condi¢cdes de degradacao forcada (oxidacao,
hidrdlise acida, basica, umidade, exposicado a luz e calor seco).

A utilizacdo de coluna cromatografica de maior comprimento (55mm ao invés
de 33mm) possibilitou uma melhoria da resolugédo entre os sinais da impureza E+F
(lovastatina) e a sinvastatina e bem como a manutengédo dos demais parametros de
adequacdo do sistema, proporcionando a identificacdo das impurezas conhecidas
pelos tempos de retencdo relativos uma vez que somente a lovastatina esta
disponivel para aquisicao.

O método proposto apresentou especificidade, linearidade, exatidéo, precisao
e robustez na faixa de trabalho.

O principal produto de degradacdo gerado no teste de estresse foi a
sinvastatina hidroxiacido nas condi¢Ges de hidrélise acida e basica. A degradacéo foi
verificada significativamente tanto na matéria-prima quanto na formulacdo de
comprimidos.

A metodologia proposta pode ser empregada na rotina para o controle de
controle de qualidade da sinvastatina em comprimidos por ser capaz de gerar
resultados confiaveis. A determinacao de produtos de degradacdo da sinvastatina
em 13 minutos de cromatografia permite a obtencdo de resultados mais rapidos
além da economia no consumo de solventes.

O estudo de estabilidade ao longo do prazo de validade proposto dos
comprimidos demonstrou através da metodologia proposta que ndao houve formacgao
e/ou de produtos de degradacédo ja presentes na matéria-prima. Verificou-se que o
principais produtos de degradacgéo formados no teste de estresse ndo se formaram

significativamente como observado neste teste.



91

REFERENCIAS

ASSOCIACAO Brasileira de Normas Técnicas. NBR 6023: informacdo e

documentacéo: referéncias: elaboracdo. Rio de Janeiro 2002.

ASSOCIACAO Brasileira de Normas Técnicas. NBR 10520: informacdo e
documentacéo: citacdes em documentos: apresentacdo. Rio de Janeiro 2002.

ALVAREZ, L.A. et al. Stability study of simvastatin under hydrolytic conditions
assessed by liquid chromatography. J AOAC Int, v. 88, p. 1631-6, 2005

ANSEL, H.C.; POPOVICH, N.G; ALLEN, L.V. Farmacotécnica: Formas
farmacéuticas & sistemas de liberacdo de farmacos. 8. ed. Porto Alegre: Artmed,
2007. p. 130-131.

BAKSHI, M.; SINGH, S.; Development of validated stability-indicating assay
methods—critical review. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.
28, p.1011-1040, 2002.

BAERTSCHI, S.W. Analytical methologies for discovering and profiling degradation-
related impurities. Trends in Analytical Chemistry, v. 25, n. 8, p. 758-767, 2006.

BAERTSCHI, SW. Pharmaceutical Stress Testing: Predicting Drug Degradation.
Boca Raton: Taylor & Francis Group. 2005. 469p.

BASAK, A. K. et al. Pharmaceutical impurities: Regulatory perspective for
Abbreviated New Drug Applications. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 59, p.
64-72, 2007.

BRASIL. Lei 6.360, de 23 de setembro de 1976. Dispde sobre a vigilancia sanitaria a
que ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, 0s insumos farmacéuticos e
correlatos, cosméticos, saneantes e outros produtos, e da outras providéncias.

Diario Oficial [da] Unido, Poder executivo, Brasilia, DF, 1976.



92

BRASIL. Resolucdo n°® 560, de 02 de abril de 2002. Determina a publicagdo do Guia
para Realizacdo de Estudos de Estabilidade. Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria. Diario Oficial [da] Unido, Poder executivo, Brasilia, DF, 2002.

BRASIL. Resolucéo n° 899, de 29 de maio de 2003. Guia para validagdo de métodos
analiticos e bioanaliticos. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Diario Oficial
[da] Unido, Poder executivo, Brasilia, DF, 02 jun. 2003.

BRASIL. Resolucdo n° 398, de 12 de novembro de 2004. Determina a publicacéo do
Guia para Realizacdo de Estudos de Estabilidade. Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria. Diario Oficial [da] Unido, Poder executivo, Brasilia, DF, 2004.

BRASIL. Resolugdo n® 01, de 29 de julho de 2005. Guia para a realizacdo de
estudos de estabilidade. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Diario Oficial [da]

Unido, Poder executivo, Brasilia, 01 ago. 2005.

BRASIL. Resolucdo n° 17, de 16 de abril de 2010. Dispde sobre as Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Diéario
Oficial [da] Unido, Poder executivo, Brasilia, DF, 19 abr. 2010.

BRASIL. Plano de acBes estratégicas para o enfrentamento das doencas cronicas
nao transmissiveis (DCNT) no Brasil 2011-2022. Ministério da Saude, 2011.

Disponivel em: <http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/ pdf/cartilha_dcnt

peguena portugues espanhol.pdf>. Acesso em: 27 nov. 2012.

BOLETIM saude e economia. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Brasilia, ano
3, ed. 6, out. 2011.

BRITISH pharmacopoeia. London: Her Majesty’s Stationary Office, 2011.

BUDAVARI, S (Ed.). The Merck Index: an encyclopedia of chemicals, drugs and
biologicals. 14a ed. New Jersey: Merck Research Laboratories, 2006. p. 143, 722, 968,
1325, 1471.


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/cartilha_dcnt_pequena_portugues_espanhol.pdf
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/cartilha_dcnt_pequena_portugues_espanhol.pdf

93

CARVALHO, 1.; CAMPO, L. V. Estatinas hipolipémicas e novas tendéncias
terapéuticas. Quimica Nova, v. 30, n. 2, p. 425-430, 2007.

CARVALHO, J.P. et al. Estabilidade de medicamentos no ambito da

farmacovigilancia. Revista Farmacos e Medicamentos. v. 34, n. 6, p. 22-27, 2005.

CHOW, S.; LIU, J. Statistical Design and Analysis in Pharmaceutical Science:

validation, process controls, and stability. New York: Marcel Dekker, Inc., 1995.

ERMER, J; MILLER, J.H.M. Method Validation in Pharmaceutical Analysis: A
Guide to Best Practice. Weinheim: WILEY-VCH Verlag GmbH & Co, 2005

European Pharmacopeia. Supplement 6.4 to the 6a ed. France: Directorate of
Quality of medicines of the Council Europe, 2009.

EXECUTIVE Summary of the Third Report of the Expert Panel on Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults. Adult Treatment
Panel Ill. JAMA 2001;285:2486-97.

FARMACOPEIA Brasileira 5a e. Sdo Paulo: Atheneu, 2010.

FERRO, A.; WIERZBICKI, A.S.; POSTON, R. The lipid and non-lipid effects of
statins. Pharmacology & Therapeutics, v. 99, p. 95-112, 2003.

GOMES, F. P. Et al. UV-Derivative Spectrophotometric and Stability-Indicating High-
Performance Liquid Chromatographic Methods for Determination of Simvastatin in

Tablets. Latin American Journal of Pharmacy, v.28(2), p. 261-269, 2009.

GOODMAN, L. S.; GILMAN, A. As bases farmacol6gicas da terapéutica. 10a ed.
Rio de Janeiro: McGraw-Hill, 2003. p. 739-744.

HARRIS, D. C.; Analise quimica quantitativa. 7A ed. Rio de Janeiro: LTC, 2008.

INTERNATIONAL Conference on Harmonisation — ICH. Stability Testing of new drug



94

substance and products Q1A (R2). IFPMA, Geneva, 2003. Disponivel em
<http://www.ich.org>. Acesso em: 14 set. 2011.

INTERNATIONAL Conference on Harmonisation — ICH. Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology Q2 (R1). IFPMA, Geneva, 2005. Disponivel em
<http://www.ich.org>. Acesso em: 14 set. 2011.

INTERNATIONAL Conference on Harmonisation — ICH. Impurities in New Drug
Products Q3B(R2). IFPMA, Geneva, 2006. Disponivel em <http://www.ich.org>.
Acesso em: 14 set. 2011.

INTERNATIONAL Conference on Harmonisation — ICH. Guideline for residual
solvents Q3C(R5). IFPMA, Geneva, 2011. Disponivel em <http://www.ich.org>.
Acesso em: 14 set. 2011.

INSTITUTO Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial —
INMETRO. DOQ - CGCRE-008: Orientacfes sobre validacdo de métodos de ensaios
quimicos. Brasil, 2003. Disponivel em: http://www.inmetro.gov.br. Acesso em 10 set.
2011.

JEMAL, M.; OUYANG, Z. The need for chromatographic and mass resolution in liquid
cromatografphy/tandem mass spectrometric methods used for quantitaion of
lactones and corresponding hidroxy acids in biological samples. Rapid Commun
Mass Spectrom. v. 14(19), p.1757-1765, 2000.

KOMMANABOYINA, B.; RHODES C. T. Trends in Stability Testing, with Emphasis on
Stability During Distribution and Storage. Drug Development and Industrial
Pharmacy, v. 25, n. 7, p. 857-868, 1999.

KRISHNA, S. R. et al. A Stability-Indicating RP-LC method for the Determination of
Related Substances in Simvastatin. J. Chem. Pharm. Res., v. 2, n. 1, p. 91-99,
2010.



95

LACHMAN, L.; LIEBERMEN, H. A. e KANIG, J. L. Teoria e Pratica na Industria
Farmacéutica. 1. ed. Lisboa: Fundag&o Galouste Guldenkian, 2001. Vol. Il. 1017 p.

LAZZERINI, P. E. et al. Statins and the Joint: Multiple Targets for a Global Protection.
Seminars Arthritis Rheumatism, v. 40, p. 430-446, 2011.

LEITE, G.L. ESTABILIDADE: importante parametro para avaliar a qualidade,
seguranca e eficacia de farmacos e medicamentos. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Curso de Pés- graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2006.

LIM, S.S. et al. Prevention of cardiovascular disease in high-risk individuals in low-
income and middle-income countries: health effects and costs. Lancet, v. 370, p.
2054-2062, 2007.

LOWEN, T. C. R. Desenvolvimento e validagdo da metodologia de andlise do
teor de lamivudina e do ensaio limite do enantiomero (+)BCH-189 em
comprimidos de lamivudina. Rio de Janeiro: INCQS, 2003. 105p. il. Dissertagao
(Mestrado) — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Rio de Janeiro.

MALENOVIC, A. et al. Forced degradation studies of simvastatin using
microemulsion liquid chromatography. J. Liq .Chrom. & Rel. Tech., v. 33, p.536-547,
2010.

MILLER, J.C.; MILLER, J.N. Statistics for Analytical Chemistry. 6 ed. Chichester:
Ellis Horwood Limited, 2010.
NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger principles of biochemistry. 4a ed. New
York: W. H. Freeman, 2005.

O’ DONNEL, P. In Remington: The science and practice of Pharmacy. Stability of
Pharmaceutical Products. Philadelphia: Lippincott Willians & Wilkins. 21 ed. 2005.

PICON, P.D. et al. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas Dislipidemias em

pacientes de alto risco de desenvolver eventos cardiovasculares. Protocolo Clinico e



96

Diretrizes Terapéuticas Dislipidemias em pacientes de alto risco de desenvolver
eventos cardiovasculares. Consulta Pablica SAS/MS n° 13, de 12 de novembro
de 2002. Disponivel em <http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/
pdf/dislip_pcdt.pdf>. Acesso em : 18 jun. 2011.

NIROGI, R.; MUDIGONDA |.; KANDIKERE, V. Chromatography—mass
spectrometry methods for the quantitation of statins in biological samples. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 44, p. 379-387, 2007.

REYNOLDS, D.W., et al. Available guidance and best practices for conducting forced
degradation studies. Pharmaceutical Technology, v. 26, n. 2, p. 48-54, 2002.

SESHUKUMAR, D. et al. Development and Validation of Stability Indicating RP-
UPLC Method for Simultaneous Determination in Fixed Dose Combination of

Ezetimibe and Simvastatin. J Chromat Separation Techniq, v. 3, n. 3, p. 1-7, 2012.

SHABIR, G. A. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis Understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopoeia and the International Conference on Harmonization. Journal of
Chromatography A, v. 987, p. 57- 66, 2003.

SILVA, K.E.R. et al. Modelos de avaliacdo da estabilidade de farmacos e
medicamentos para a industria farmacéutica. Revista de Ciéncia Basica Aplicada,
v. 30, n.2, p. 129-135, 2009.

SMITH, S.CJr. et al. Our time: a call to save preventable deaths from
cardiovascular disease (heart disease and stroke). Disponivel em:
<http://circ.ahajournals.org/content/early/2012/09/17/CIR.0b013e318267e99f>.
Acesso em: 4 nov. 2012.

SNYDER, L. R., KIRKLAND, J. J.,, GLAJCH, J. L. Practical HPLC method
development. 2a ed., New York: John Wiley & Sons, 1997.

SPARK, P.A.;: LAWS, P.E.; FITRIDGE, R.A.The Role of Statins in Vascular Disease.


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/dislip_pcdt.pdf
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/dislip_pcdt.pdf
http://circ.ahajournals.org/content/early/2012/09/17/CIR.0b013e318267e99f

97

Eur J Vasc Endovasc Surg, v. 27, p. 6-16, 2004.

SRINAIVASU, M.K.; RAJU, A.N.; REDDY, G.M. Determination of lovastatin and
sim- vastatin in pharmaceutical dosage forms by MEKC . J. Pharm. Biomed.Anal. v.
29, p. 715-721, 2002.

UNITED States Pharmacopeia. 34 ed. Rockville: United States Pharmacopeial

Conventions; 2011.

UNITED States Food and Drug Administration - FDA. Center for Drug Evaluation and
Research (CDER). Reviewer guidance validation of chromatographic methods.

Rockville, 1994. Disponivel em <http://www.fda.gov/cder>. Acesso em: 06 out 2012.

WANG, H.; WU, Y.; ZHAO, Z. Wu, Z. Fragmentation study of simvastatin and
lovastatin using electro- spray ionization tandem mass spectrometry. J. Mass
Spectrom. v. 36, p. 58-70, 2001.

WHO. International Stability Testing: guidelines for stability testing of pharmaceutical
products containing well established drug substances in conventional dosage forms.
Annex 5, WHO Techinical Report Series. 863, 1996.

WHO. Global atlas on cardiovascular disease prevention and control: policies,
strategies, and interventions. World Heart Federation, World Stroke Organization.

2011. Disponivel em: <htpp://www.who.int/cardiovascular_diseases/publications/

atlas cvd/en/>. Acesso em: 27 nov. 2012.

YANG, D.; HWANG, L. S. Study on the conversion of three natural statins from
lactone forms to their corresponding hydroxyl acid forms and their determination in
Pu-Erh tea. Journal of Chromatography A, v. 1119, p. 277-284, 2006.

ZHANG, N. et al.Quantitative analysis of simvastatin and its B-hydroxy acid in human
plasma using automated liquid-liquid extraction based on 96-well plate format and
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 34(1), p. 175-187, 2004.



http://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
http://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085

98

ZHAO, J. et al. Quantitation of simvastatin and its beta-hydroxy acid in human
plasma by liquid- liquid cartridge extraction and liquid chromatography/tandem mass
spectrometry. J. Mass. Spectrom, v. 35, p. 1133-1143, 2000.



4229 Simvastatin / Offidal Monographs

for all the peaks. Calculate the percentage of each Impurity
In the portlon of Simvastatin taken by the formula:
10005 / )

In which n Is the peak area for each Impurity; and 5 Is the
sum of the areas of all the peaks. Reportinglevel for Impurl-
tles Is 0.05%.

Table 1
Relative
Retention
Name Time Limit %

Simvastatin hyd roegyacid? 045 0.4
Epilovastatin? and Lovastatin (0] 1.0w
Methylens simvastatind .80 0.4
Simvastatin 1.0 nfa
Acetyl simvastating 2.38 0.4
Anhydro srmvastatine 242 0.4
Strvastatin dimer? 380 04
Any other individual irmpurity — 0.1
Total impurities other than lovastatin — 1.0

and epllovastatin

1 (3R,5R)-7-[(1 5,25,68,85,8a8)-8-[(2 2-Dimethylbutancylyy]-2 6-dimethyl-1,
2,6,7,8, B3 hexahydronaphthalen 1 41]-2,5-difydosyheptanoic acld,

a -
VR 2 7 dimeliyit, 437 8 e esaeroraphalen | 31 (A2
methylbutanoate.

U It present, lovastatin and epllovastatin may not be completely resolvad Dy
the method. Thess peﬂs are Integmacl [m’lﬂ‘ to determing corformance

4 (15,75,85,8aR)-8-[2 )-4-Hyorony-6_oxotatrahydro- 2 -2 I
JEJ.&mhr&L'ﬁfiri,%ﬁ'iemmamx;mlm.wrfz.al mm_g_']ﬂ":-' F
ancate

5 -
VAT 35 metiyit 3 3 5 8 Ba-besarperoapninaien- o 22
dimethylbutanoate.

5 (15,387 5,85 8a8)-2, 7-DImethyl-&-[ 2-[(2 f)-5 om0, 6-dihydno- 2 H-pyran.2-
¥llethyl]-1,2,3 7 8 Sa-hexahydronaphithalen-1- 2, 2-dimethyibutanoate,

T

2511 B Ra RyeeapAERAE 1 ey &-ootetrayarc. oL pyran-d i
(38, 5R)-7-[(1 5,25,68,85,8a8)-&-[ (2, 2-cimethylbutancyl joxy]-2,e-dimethyl 1,2,
&,7 B, Ba-hemahydronaphthalen-1 41]-3 S-dibydroxyheptancate.

Assay—[noTE—The Simvastatin solutions are stable for up
to 3 days when stored at 4=, Without refrigeration, they
should be Injected Immediately after preparation.]

Difute phosphoric add—Transfer 1 mL of phosphorc acld
to a 1-L volumetric flask, and dilute with water to volume.

Solution A—Prepare a mixture of acetonitrle and Dilute
phosphonc ochd (50:50)

Sofutton B—Transfer 1 mL of phosphoric acld to a 1-L vol-
umetric flask, and dilute with acetonitrile to volume.

Mobile phase—Use varlable mixtures of Solution A and So-
lution B, as directed for Chromatographic system. Make ad-
Justments If necessary (see Systemd Suitability under Chroma-
tography (621)).

Buifer solution—Prepare a solution containing 1.4 g of
monobasic potassium phosphate per L, and adjust with
phosphorc acid to a pH of 4.0.

Difuent—Prepare a mixture of acetonitrile and Buffer solu-
tion (3:2).

System suftabilty preparation—Dissolve accurately
walghed quantities of USP Simvastatin RS and USP Lovasta-
tin RS In Cxfwent, and dilute tantltatlvely, and stepwisa If
necessary, with Diuent to obtaln a solution having known
concentrations of about 1.5 mg per mL of USP Simvastatin
RS and 0.0015 mg per mL of USP Lovastatin RS.

Standard preparation—Dissolve an accurateléamlghed

uantity of USP Stmvastatin RS in Dilwent to obtain a solu-
tlon having a known concentration of about 1.5 mg per mL.
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Assay prepamation—Transfer about 75 mg of Simvastatin,
accurately welghed, to a 50-mL volumetric flask, dissolve In
and dilutie with Diuent to volume, and mix

Chromatographic system (see Chromatography (621 —The
liquid chromatograph Is equipped with :?;ZHE-Hm detector
and a 4.6- « 33-mm column that contalns packing L1. The
flow rate Is about 3.0mL per minute. The chromatograph Is
programmed as follows.

Time Solntion 4 Solution B

(minmtes) (%) [ Hution

0-4.5 100 ] bocratic
4.5-4.6 10025 0—=5 linear gradient:
4.6-8.0 Q5425 575 linear gradient:

BO-11.5 25 75 bocratic
11.5-11.8 25100 Ti—0 linear gradient:
11.6-13 100 1] re-equilibration

Chromatograph the System sutablity preparation, and re-
cord the peak responses as directed for Procedure: the rela-
thve retention times are about 0.60 for lovastatin and 1.0 for
simwastating and the resolution, R, betwesen simvastatin and
lovastatin is greater than 3. Chromatograph the Standard
;g:gpamtm and record the peak responses as directed for

cedure: the relative standard deviation for replicate Injec-
thons Is not more than 1.0%.

Procedure—Separataly Inject e&ual volumes (about 5 pl)
of the Standard preparation and the Assay preparation Into
the chromatograph, record the chromatograms, and meas-
ure the areas for the majulr_tl::eaks. Calculate the quantity, In
mg, DTI' CasHae0s In the portion of Simvastatin taken by the
formula:

ViC{ru )

In which V s the volume, In mL, of the Assay preparation; C
Is the concentratlon, In mg per mlL, of USP Simvastatin RS In
the Stendard preparation; and ry and rs are the responses of
the simvastatin peak obtalned from the Assay preparation
and the Standard prepanation, respactively.

Simvastatin Tablets

» Simvastatin Tablets contain not less than
90.0 percent and not more than 110.0 percent of
the labeled amount of simvastatin {CzsHaeOs).

Packaging and storage—Preserve In tight contalners.
USP Reference standards {11}—

USP Simvastatin RS

Identification—The retention time of the major peak In
the chromatogram of the Ass?:pr?;amtmn corresponds to
that In the chromatogram of the Stondand prepamtion, as
obtained In the Assay.

Dissolution {711%—

Medium:  pH 7.0 buffer solution contalning 0.5% so-
dium dodecyl sulfate In 0.07 M sodium phosphate prapared
by dissolving 30 g of sodium dnde[c])d sulfate and &.28 g of
monobasic sodium phosphate in 6000 mL of water, and ad-
Justing with 50% (w/v) sodium hydroxide soluthon to a pH
of 7.0; 900 mL.

Apparatus 2: 50 rpm.

Time: 30 minutes.

Prewashed manganese dioxide—Transfer 10 g of manga-
nese dickide to a sultable comtalner, and treat™as follows.
Add 50 mL of Dissofution Medium, and shake vigorously for
5 minutes. Centrifuge, decant the supematant fayer, and



discard. Repeat twice, first with Dissofution Medium and then
with water. Dry the solid at 1007 for 1 hour before use.

Test solutfon—Transfer a filtered portion of the solution
under test to a centﬂfl..l;e tube containing about 10 mg of
Prewashed manganese dioxide per mL of transferrad solution
under test, and mix. Allow the mixture to stand for 20 min-
utes with occasional shakln%hcentnfu e, and use a portion
of the clear supernatant as the Test s .

Blank—Proceed as directed for Test solution, except to use
the Dissolution Medium.

Procedure—Determine the amount of CasHaaOs dissolved
from the difference between the UV absorbances at the
wavelengths of maximum and minimum absorbance at
about 237 nm and 257 nm, respectivaly, on filtered por-
thons of the Test solution, In comparison with a Standard
solutlon having a known concentration of USP Simvastatin
RS I the same Medium treated In the same way as the
solutlon under test, each solution corrected forthe Slank.

Tolerances—Mot less than 75% (Q) of the labeled amount
of CasHaeOs 15 dissolved In 30 minutes.
Uniformity of dosage units {905):
ments.

Assay—

Diluting solution—Add 3.0 mL of glacial acetic acid to
200 mL of water. Ad{lﬁst with 5 M sodium hydroxdde to a pH
of 4.0, and dilute with water to 1000 mL. To 200 mL of this
solutlon, add 800 mL of acetonitrile, and mix.

Buffer solution—Dissolve 3.9 g of monobasic sodium
%husghate Im 900 mL of water. Adjust, If necessary, with al-
er 50% sodium hydroxide or 85% phosphorc add to a

pH of 4.5, dilute with water to 1000 mL, and mix.

Muobile phase—Prepare a fittered and degassed mixture of
acetonlitrile and Buffer solution (65:35). Make adjustments f
?;zc;zs]sary (see System Sultabiity under Chromatography

.

Smndnrdﬁr?armbn—u;snlw an accurately welghed
quantity of USF Simvastatin RS in Diuting solutfon, and di-
lute quantitatively, and stepwise If necessary, with Diluting
solution to obtaln a solution having a known concentratidn
of about 0.1 mg per mL.

Assay preparation—Transfer 10 Tablets to a 250-mL volu-
metric flask. Add a small volume of water {not more than
10mL), and swirl to disintegrate the Tablets. Dilute with
Dyiuting solutlon to volume, sonicate for 15 minutes, and
cool td room temperature. If necessary, dilute with Diuting
solution to volume. Centrifuge a portion of the mixture, and
dilute a %gtlnn of the clearsupematant with Difuting sofu-
tion to obtaln a solutlon having a concentration of about
0.1 mg of simvastatin per mL

Chromatographic system (see Chroma hy (6213)—The
Itquid chmmgtoghmfhﬁls ec:rEupped with ﬁr?fg-nrrri de }c_tor
and a 4.6-mm = 25-cm column contalning packing L1 and
malntalned at a temperature of 45°. The fow rate’ls about
1.5 mL per minute. Chromatograph the Standard preparn-
tion, and record the peak responses as directed for Proce-
dure: the capacltly factor, k', 15 mot less than 3.0; the column
effidency 1s not less than 4500 theoretical plates; the talling
factor Is'not more than 2.0; and the relative standard deva-
tion for replicate Injections Is not more than 2.0%.

Procedure—5Separately Inject egual volumes (about 10 pl)
of the Standard preparation and the Assay prepamation Into
the chromatograph, record the chromatograms, and meas-
ure the areas of the ma}]_ﬁ;&eaks. Calculata the quanu% In
;ng, nTI' sirvastatin (Cas Jim each Tablet taken by the
ormila:

meet the require-

(L7 Oy /1)

In which L1s the labeled quantity, In mg, of simvastatin in
each Tablet; D Is the concentration, in mg per mlL, of simva-
statin In the Assgy preparation; C 15 the concentration, In mg
per mL, of USP Simvastatin RS In the Standard preparation;
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and ry and 5 are the peak areas of simvastatin obtalned
from the Assay preparation and the Stondond preparation, re-
spectively.

Sisomicin Sulfate

(CiaHarMs07)z - 5H50  1385.45

p-Streptamine, (2 5-cis)4-0-[3-amino-6-(aminomethyd)-3,4-
dihydro- 2H-pyran-2-yi]-2-deosy-6- O -deo‘ia:r',r--i- -r'nethF'l-
3-(methylamino)}g-l-arablnopyranosyl]-, sulfate (2:5)(salt)

(0-3-Deoxy-4-C-methyl-3-(methylamino)-f-L-
arabinopyranosyl-(1—4)-0-[Z, 6-dlaming-2,3,4,6-

tetradeoxy-o-o-glycero-hex-4-enopyranosyl{ 1 -
E-deox_'.r-f!rstre a;}r;clne sulfate {E:E;;alt) “-[%31_;!?-;&9-2].
»  Sisomicin Sulfate has a potency equivalent to

not less than 580 pg of sisomicin (CieHarNsOy)
per mg, calculated on the dried basis.

Packaqing and storage—Praserve In tight containers.

USP Reference standards (11—
USP Sisomicin Sulfate RS
Identification—

A: Prepare a solutlon contalining 10 mg of sisomicin per
milL. Aﬁnly 5 I|.1L af this solutlon, 5 pl of a solutlon of U
Slsomicin Sulfate RS containing 10 mg of sisomicin per mL,
and 5 pl of a mixture of the fwo solutions (1:1) to a sutta-
bl thindayer chromatographic plate (see Chromatography
B21% ¢ d with a 0.25-mm layer of chromatographic sil-
Ica gel mixture. Allow the spots to dry, place the plate in a
devaloping chamiber fitted for contindous-flow thin-layer
chromatography, and develop the chromatogram in a sol-
vent si,:stem cofsisting of a mixture of methanol, ammo-
nilum mxlde? and chloroform (60:30:25) for 2 hours. Re-
maove the plate from the develutﬁlng chambser, allow the
solvent to evaporate, and heat the plate at 110° for 15 min-
utes. Spray the plate with a 1 in 100 solution of ninbydrin
In butancl to which 1 mL of pyrdine has been added:
sisamicin aF;Fears as a brown 5 and the spots obtalned
from the test solutlon and from the mixture of test solutlon
and Standard solution, respectively, correspond In distance
from the origin to that of the spot from the Standard solu-
than.

B: It responds to the tests for Sulfote {1915,

Specific rotatlon (7815}  between +100° and +110°.

Test solutfon:  10'mg per mL, In water.
EII {?91%: betwean 3.5 and 5.5, In a solution contalning
0 mg of slsomicin per mL.

Loss on drylng {731—0Dry about 100 mg In vacuum at a
ressure not exceeding 5 mm of mercury at 1107 for
hours: It loses not more than 15.0% of Its walght.

Resldue on Ignition (2813  not more than 1.0%, the

charred residue belng molstenad with 2 mL of nitric acld

and 5 drops of sulfuric acid.

Assay—Proceed as directed under Antiblotics—Microblal As-

says (815
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ANEXO - Capitulo geral de determinacdo do teste de umidade por perda por
dessecacédo da Farmacopéia Brasileira

Farmecopeda Srasizin, 5° edipgic 91

O poder rotatdrio das solugdes deve sar determinado dantro
de 30 minutes apds a preparagdo. Mos casos Dos quais
OCOImE TAacemiragio ou muitarrotacdo todas as condighes
devem ser padronizadas desde o tempo de preparo da
solugio e o de medids no polanmeiro.

(O poder rotatdrio & o poder rotatorio especifico referem-se
& substincia seca, anidra ou isenta de solvente em todas as
moneerafias em que se fornecem os valores da umadade,
perda por dessecagdo ou contends de solvente.

5.2.9 DETERMINACAO DA
PERDA POR DESSECACAO

Ezze ensaio se destina a determinar a gquantidade de
substancia veladl de qualquer matureza eliminads nas
condigfes especificadas na monografia. Mo case de ser a
dgua 3 unica substincia voladl, basts determinar sen teor
segunde nm dos métodos descritos em Derarminagdo de
deua (5. 2.20).

Para o5 demais casos, o procedimento adotade & o descrite
abaixo, sendo o mefodo a ser adotade especificado mas
monegrafias.

PROCEDIMENTO

Mirode Gravimétrico

Feduzir a substancia a po fino, caso se spresents ma
forma de cristais volomosos. Pesar, exatamente cerca
de 1 a2 g e wwansfenr para pesa-filoo chato previamente
dessecado durante 30 minntos nas mesmas condigbes a
seremn empregadas na deferminacio. Apds resfrizmento
em dessecador, pesar o pesa-filro, tampade, contendo a
amostra. Agitar o pesa-filro brandamente para distribair
3 smosTa da mapeira mais uniforme possivel, 8 uma
altura ideal de 5 mm. Colocar o pesa-filito na esmfa,
refirar @ tampa, deixande-z tambem ns estufa. Secar @
amostra (geralmente a 105 °C) e por um determinado prazo
(zeralmente 2 horas) especificado na monografia Esfnar
até temperatura smbients dessecador. Pesar. Flepetir a
operagio até peso Consmnte.

Observaglio: Mo caso de a substincia fundir a uma
temperatara mais baixa gque a especificada para a
determinagdce, manter o pesa-filro com seu contendo por
1 2 2 horas a temperatara de 5 a 10 °C shaixo do ponto de
fusdo, antes de saca-la a temperanira especificada. Quando
a substancia se dacompoe a temperatura de 105 °C, ela deve
ser dessecada em wma temperatura mais baixa. Em ambos
05 casos, pode-se realizar a secagem A pressao reduzida,
dessecador.

A porcenmagem de perds por dessecagico & dada pels
equagio

Pu - Ps ., 100
Pa

am que

Pa = pesp da amosma,

Pu = peso do pesa-filro contendo a amostra antes da
deszecacio,

Pz = peso do pesa-filoo contendo a amostra zpds a
dessecagio.

Balamga por mfravermelho on ufilicando ldmpada
halogenada

0 procedimento deve ser realizade como a seguir.

Feetirar a umidade do eguipamento;

pesar cerca de lg da substincis a ser anslisads e
distribuir o material uniformements no coletor de
alominio contide dentro do aparelho;

definir o tempo e temperamira de secagem segumdo
descrito na monografia da respectiva substincia. Ma
maioria das vezes, uiiliza-se um (1) minwte a 105 °C.
acionar o aparelho e anotar o valor da umidade, em
percentual, que aparecera mo display do aparelho.

Termogravimemria

Proceder conforme descrite em dndlize Térmica (5.2.27).

5.2.10 DETERMINACAO
DE CINZAS SULFATADAS
(RESIDUO POR INCINERACAOQ)

Cinzas snlfatadas compreendem o residuo ndo veladl 3
incineragio na presenga de acide sulfiarico, conforme a
técnica especificada Em geral, 0 ensaio viza a determinar o
teor de constitnintes ou impurazas inorginicas contidos am
substincias organicas. Tambem se destins 3 determinacio
da compeonentes inorginicos em misturss e da quantidade
de impurezas contidas em substincias inorganicas
termolibeis.

PROCEDIMENTO

Pecar exatamente de 1 2 2 g {on 2 quantidade espacificada
na monografiz) de substincia pulverizada, transferir para
cadinho {como exemplo: platina, porcelana, silica, quartzo)
previamente calcinsdo, jpsfrisdo em dessecader e tarade,
& adicionsr cerca de 1 mL de acido sulfirico. Aquecer
brandamente am carbonizscdo em  temperamra  odo
superior 3 600 °C = 50 «C. Esfnar e adicionar lentamentes
cerca de 1 mL de acido sulfarice para wmedecer o residao,
carbonizar e InCineTar com aquecimento gradstico ate S00
of = 50 +C. Esfriar, pesar novamente e imcinerar por mais
30 minatos. Fepita este procedimento at que a diferenca
enire duss pesagens sucessivas ndo seja maior que 0.3
mg. Um equipamento calibrado, por exemplo mufla, deve
sar uilizado para o controle da temperatura. Calcoular a
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mamere 21 com nio menos que 2.5 cm de comprimento.
Eliminar bolhas evenmalments existentes na agulha & na
seTinga e transferir o conteldo da seringa, sem esvaziar @
agulhs, para proveta seca calibrada de capacidads que nio
exceda 2.5 vezes 0 volume 3 ser medido. Altenativamente,
o coateldo da seringa pode ser transferido para bequer seco
tarado, sendo o volime caloulado pelo peso do liguide,
em gramas, dividide pela sua densidade Para recipientes
com volume declarade de 2 ml ou menos, os contendos
dos reciplentes podem ser rennidos para obter o volume
necessario para a medig3o, devendo-se wtilizar seringas e
agulhas secas separadas para cada recipiente. O contendo de
recipientes com volume declarade de 10 mL ou mais pode
ser determinade esvariando-se o conteddo de cada recipients
diretamente em provetas calibradss on béqueres tarados.

0 volume de cada recipiente examinsdo ndo e inferior ao
volnme declarado. Mo case de recipientes com vohime
declarade de 2 ml ou menos, o volune dos contendos
rennidos nio & inferior 4 soma dos vohunes declarados dos
recipientes utilizados no teste.

Para imjetaveis em recipientss para doses mmltplas
rotulados para conter wm nimero espectfico de doses de um
determinado volume, selecionar uma unidade e proceder
conforme descrito para injetiveis em recipientes para dose
umica, wtilizande numere de seringas e agulhas separadas
equivalente ao pumero de doses especificadas no romlo.
O volume dispensado por cada seringa ndo & inferior a0
volome declarado por dose.

Para injetaveis em carmchos ow seringas pré-camegadas,
testar wma unidade se o vohmoe declarado & izual ou
superior a 10 mL, 3 unidades se o volume declarade &
superior 3 3 mL e inferior a 10 mL ou 5 unidades se o
volome declarado € ignal on inferior a 3 mL. Ajustar acs
recipientes 05 ACESSOTI0S DECESSATIOS PEra sua ublizagio
(agnlha, émbolo, corpo de seringa), quande for o caso, &
wansferir o contende de cada recipiente, sem esvaziar a
agulhs, para béquer seco tarado, empurrando o émbolo
lenta e regularmente. Calcular o volume, em mililitros,
dividinde o peso do liguido, rramas, pela sua
densidade. O volume de cada recipiente nio € mferior ao
valome declarado.

Para preparagdes mjetaveis de grande volume (nfisdes
patentersis), selecionar duas unidsdes e wansfarir o comenda
de cada recipiente para proveias secas calibradas de capacidade
que n3o exceds 2.5 vezes o volume 3 ser medide. O volume
de cada recipients ndo é inferior 3o vohmme declarado.

5.1.3 DETERMINACAO DE
RESISTENCIA MECANICA EM
COMPRIMIDOS

O testes de resisténcia mecinica tais como durezz e
friabilidade, sdo considerados oficizis dentro do contexto
legal desta Farmacopeia, constimindo-se em elementos
uteis na svalisgio da qualidade integral dos comprimidos.
Estes testes visam demonstrar aresisténcia dos comprimidos
& muptura provecads por quedas on fricgdo.

5131 TESTEDE DUEEZA

O teste de dureza permite determinar a resisténcia do
comprimido 20 esmagamento ou 4 ruptura sob pressdo
radial. & dureza deum comprimide & proporcional 3 forga de
compressio & inversamente proporcionsl 3 sua porosidade.
O teste za aplica, principalments, a comprimidos ndo
revestidos.

O teste comsiste em submeter o comprimide a agio de
um aparelho gue mega a forga, aplicads dismetralmente
Decessaria para esmaga-lo. A forga e medida em newions ().

APARFI HAGEM

Podem ser utilizados diferentes tipos de aparelhos, os quais
diferem basicaments quanto a0 mecanismo empregado para
eXercer a pressdo. A forga pode ser exercids mamualments
ou mecanicaments. A medida que 3 press3o SUments, um
émbolo, uma placa ou um pistie splica determinada forga
sobre o comprimide, apoiade em base fixa O sparelho &
calibrado com precisfio de 1 M.

PROCEDIMENTO

O teste & realizado com 10 comprimidos, eliminando
qualquer residwo superficial antes de cada determinacio. Os
comprimidos :do testados, individualmente, cbedecendo
empre 3 mesma orientacio (considersr a forma, presengs
da ranburs e gravagdo). Expressar o resultade come a
médiz dos valore: obtidos nas determinacdes. O resnliado
dio teste & informativo.

51.3.2 TESTE DE FRIABILIDADE

O teste da frisbilidsde permite determinar z resisténcia
dos comprimidos 3 shrasdo, gquando submetdos 4 agio
macinica de sparelhagem especifica. O teste se aplica
unicaments, 3 comprimidos nio revestidos.

O teste comsiste em pesar com exaddic mm momero
determinado de comprimidos, submete-los a acio do
aparelho e retira-los depois de eferuadas 100 rotagdes.
Apos remover qualquer residuo de po dos comprimides,
sles sio novamente pesados. A diferencs entte o peso
inicial & o final representa 3 frisbilidade, medida em funcio
da porcentagem de po perdido.

APARFLHAGEM

0 aparelho (Figmra 1) consiste de wm cilindro rotativo,
com 2870 = 40 mm de diimetro e 380 = 20 mm
da profundidade, constimide de polimere sinsético
ransparente com faces internas polidas de baixa atividade
estatica, o qual gira em tormo de seu eixe a umsa veloddads
ds 25 £ ] rotagdes por minwto. Uma das faces do cilindro
& removivel Os comprimidos sdo recolhidos a cada volta
do cilindro por uma projecio curva com raio miemeo de
80,5 = 5,0 mm que se estends do ceniro 3 parede externa
do cilindro, e levados & wma altura de 156,0 = 2,0 mm, de
onde caem repetidamente.
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sob teste & dose padrio de referéncia maior. Caso contrario,
realizar o teste para snbstincias vasodepressoras.

Solugde nutritiva (preparar no momento da utilizagdo )

Solugio A*® 50 mL
Sulfato de aropina 0.5 mg
Bicarbomato de Sodico 10g
Dexirose anidra (para uso parenteral) 05g
Apua pars injetdveis suficiente para 1000 mL
Solugdo 4

Cloreto de sodio 1600 g
Cloreto de potissio 40z
Cloramo de clcio anidro 20z
Cloreto de magnésio anidro 10g
Fosfam de sodio dibasice 005 g
Apna pera injetdveis suficients para 1000 mL

5.5.2.6 SUBSTANCIAS
VASODEPRESSORAS

Praparagdo do padrdo de referdncia

Empregar dicloridrate de histamina, conservands em frasco
hermetico & opaco, dessecado sobre silica-zel durante duas
horas, antes do uso.

Solugdo padrie de referéncia

Dissolver, em agua para iojetavel estenl, guantidade
suficiente e exatamente pesada de dicloridrato de histamina
para obter solugdo contendo o equivalente a 1 mzml de
histamina (bass livre). Conservar sob refrigeracio em
recipiente de vidro dmbar dotado de tampa esmerilhada,
20 shrizo da luz, dursnie um mas. Mo dia do teste, preparar
solugio padrio de referéncia confendo o eguivalente a 1
pg/ml de histamina (base livea), em solugdo fisiologica.

Solugdo de amostra

Preparar a solugdo de amostra conforme a especificacio da
monografia respectiva.

Miftode sugerido

Realizar o teste nsando wm gato com peso minimo de 2
kz (pesar gato adults e sadic) (no caso de fémess, que
nio estejam prenhes) e anestesia-lo por meio de injegdo
de cloralose oun barbitarico que possibilite a manutencio
de pressdo arerial uniformme. Imobilizar o animal e
protegé-lo para pravenir perda de calor corporal, fazer o
monitoramento retal da temperanira para manntencio dos
limnites fisiologices.

Dissecar & veia femoral, ou jugular, preparando-a por
msergdo de camnlz replata de heparina (1000 unidades/mL

de solucio fisiologica) para a administracio das solugdes
padrio de referéncis & amostra

Expor, cimrgicamente, a artéria cardtida, dissecando-a
completamente das estobaras circundantes, mclusive o
nervo vage. Inserir uma cimla conectando-a diretarmenta
a0 mandmetro de mercario on ouro dispositivo apropriado
para o registo contmue de pressio arterial.

Avaliar a sensibilidade do gato a histamina, injetando em
intervalos uniformes de, no minimo cince mimitos, doses
comespondentes 3 0,05 pg (dose A); 0,10 pz (dose B) e
0,15 g (dose C) de histamina (base livre) por quilograma
de peso corporal. Apds cada  administracio, lsvar
imediataments a cinula por injegio de sproximadaments
0,5 mL de solugdo fisiologica, para remover atvidade
residual. Fepetir rés vezes a administracio da dose B a
fim de observar 2 uniformidads de rasposts 3 mesma dose.
O animal é considerado apto a realizacio do teste se as
respostas aos es miveis de dosagem forem nitidamente
diferencizdas e 3z respostas 3 saquéncia de doses B forem
sproximadamente similares, comespondendo a3 guedas
de pressdo arterial ndo infedores & 2.7 kPa (20 mm de
mercario).

Injetar duas séries de quamo doses, consistindo cada sére
de duss injegbes da dose especificada na monografia da
AmostTa, intercaladas com a dose B, sempre com intervalo
uniforme de, oo minime, cinco minntos.

Medir a alteracio da pressdo arterial apes cads uma das
injegtes. Ma amalise dos resultados, considers-se gque a
AMosiTs Cumpre os requisites do teste se 3 medis de snas
respostas depressoras for inferior aquels da dose B.

Terminar ¢ teste administrando wma dose C do padrio para
COMPIOVET QU 4 Tesposta S mantem superior 3 dose B:
caso isto ndo oComa, o teste nio & vilido.

O animal pode ser usado enquanio permanecer estavel e
responder, adequadaments, a administracio da solucdo
padrao de referéncia.

5.5.3 ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS

5.5.3.1 ENSAIOS LHCBDBIGL@GICGS
PARA PRODUTOS NAO ESTEREIS

A contaminagio microbians de um produto pods acarmetar
alteragdes em suas propriedades fisicas e guimicas e
ainds caracteriza risco de mfecdo para o usuaro. Assim,
produtes farmacéuticos de wso oral e wOpico (capsulas,
comprimidos, suspensoes, remes, adesivos, efc) que ndo
1811 COT0 TequUeTimento SeTel estereis davem estar sujeims
a0 controle de contaminagio microbiana.

A garantia da qualidade e o controls de fabricago previstos
nas boas praticas devem garantir que o produtoc cumpra
a5 especificagdes determninadas, isto &, que atendam além
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de outros parimetros, aos limites sceitdveis para micro-
OTEAnismos.

Para a realizagio do teste devemn ser considerados os limites
microbisnos, o tpe de comtaminacio mais provavel nas
diferentes categorias de produtos e a via de admimistragso.
A namrers e 3 fTequéncia do teste wvariam de acordo
com o produte. Certas cateporias devem ser testadas
rotineiramente quanto 3 confaminagdo total microbiana,
tais como: produtoes de origem vegetal, mineral e/ou animal
assim como produtos com elevado teor de agua (solngdes
orais aguesas, cremes, eic). Parz as demais categorias
como comprimides, pos, capsulas, produtos liquides nio
aquosos, pomadas e supositonos, 3 frequéncia do teste pode
ser estabelecida com base dados historicos dos testes de
monitoramento microbiologico tanto o ambiental quanto o
de eguipamentos. Ouiros critérios a sefem considerados
serism 4 cargs microbians da matéria-prims o proCEssO
de fabricagio, a formulagde do produte & os resultados
de determinacio da atividade de agua, guando aplicavel
Fesultados de baixa advidade de agua (igual ou inferior
a 0,75 medidos a 25 °C), assim como baixo ou alto pH,
suséncia de nuimentes e adigio de conservantes ajudsm a
prevenir a contaminagio microbizna.

5.5.3.1.1 Condigdes gerais

Para o3 ensaios micrebiclégicos em produtos ndo estéreis,
deve-se muhlizar técmicas asséplicas DA AMOSTAZEm
e na execugio do teste. O feste deve ser realizado,
preferencialmeante, em capela de fluxo laminar e empresar,
quando pessivel, a técnica de filragio por membrans.

5Se 3 amostra posswir atividade smomicrobiana, essa deve
SeT Convelientemente Temovida on neuralizada.

Aeficaciae aansénciadstoxicidada dosgents inativantapara
05 micro-organismos considerados deve ser demonsirada
%e usar substincias tenscativas Da preparacio da amosina,
tambem, deve ser demonstrada 3 susénciz de toccicidade
para o5 MicTo-orZanismaos e compatibilidade com o agente
mafivante, conforme descrite em Confggem de nimaro
total de micro-organismes mesgfilicos (5.531.2).

BDI_L"I;EJES E MEIOS DE CULTURA

Az solugdes e o meios de coolioras descritos sdo
considerados satizfatorios para realizar os ensaios limite de
confaminagao microbiana prescrites. Mo entanto, podem
ser udlizados oumes meios que possuzm propriedades
nniritivas e seletivas similares para as espécies microbianas
pesquisadas.

Solugde Tampdo cloreto de sodio-peprona, pH 7,0

Fosfato de potassio monobasico EX.F-4
Fosfato dissadico diidratade T2z
Cloreto de sodico 43z
Peptons (cams ou caseins) 10g
Agma purificada 1000 mL

Esterilizar em antoclave usando cicle validado.

Tampdo Fogfre pH 7,2 — Selugie extoque

Fosfato de potassio monobasico 340¢g
Hidraxido de sodio 4%  Adicionar aprocdimadamenta 175 ml
J'lgua purificada 1000 mL
Dissolver o fosfato de potassio monobasico em 500 mL
de agua, acertar o pH para 7,2 = 0,2 com hidroxido de
sodio 4% Completsr o volome com agua, esterilizar e
conservar sob refrigeracio. Quando da utilizagdo diluir a
solugio estoque com agua na proporgio da 1 para 800 (viv)
2 egterilizar.

Fluido de lavagem
Peptons da came digestio peptica 10g
Polissorbato 80 1,0 g (se nacessaria))

Azus 1000 mL
Pesar e dizzsolver o ingrediente na agua destilada agitando
constapfemente.  Aquecer se mecessario. Ajustar o pH
de forma que seja 7,1 = 0.2, Esterilizacio em aufoclave
usando cicle validado.

Ditugnte Untversal

Fosfato de potassio monobasico i6g
Fosfato dissadico Diidramdo 12E
Cloreto de sodio 43
Peptona da came ou de caseins 10g
Leciting de zema de ovo iog
L-histiding 1.0z
Polissorbato 80 n0ge
Agna purificada 1000 mL

Pecar e dissolver os ingradientes na agua destilada agitando
constanfemente. Aquecer se necessario. Ajustar o pH de
forma que seja 6,8 = 0.2 Esterilizar em autoclave usando
cicle validado.
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Caldo neutralizane DEF-ENGLET

Caldo de Enriquecimente para Enterobactérias Moszel

Caseina enzimatica hidrolisada 50g
Prarpura Bromocresol 200 mg
Extrato de Levedura 250 g
Tiossulfato de Sodio 6500z
Tioglicolato de Sodio 10z
Bizsulfito da sodio 250
Polissorbato 80 500 =
Dexitose 100z
Lacitina T0E
Amu 1000 mL

Pesar e dissolver o3 ingredientes na agua destilada agitando
constantemente. Aquecer e necessario. Ajustar o pH de
forma que seja 7,6 = 0,2. Estenilizar em sutoclave usando
ciclo validado.

Caldo Caseina-saja

Peptona de Czseina pancraatica 170
Farinhs de soja obtidz por digestio papamica 3,0z
Cloreto de sodio 50g
Fosfato de potassio dibasico 25z
Glicose monoidratada 15g
Apua purificada 1000 mL
pH 7.3 = 02 Esterilizar sutoclave wsando ciclo
validado.

Apar Caseing-soia

Peptona de caseinz pancredtica 150z
Farinhs de soja obtida por digestio papamica 50z
Clorem de sodio 50g
Agar 150 g
Apua purificada 1000 mL
pH 73 = 0,2 Esterilizar autoclave wsando ciclo
validado.

Agar Foleta Fermelho Neurro Glicose

Extrato de levedurs EXT
Peptona de gelatina pancreatica Tog
Sais Bilizras 15z
Cloreto de sodio 50z
Glicose monoidratada 100z
Agar 150g=
Vermelho neutra 300 mz
Cristal vieleta 20mg
Apua purificada 1000 mL

pH 74 = 0.2 Aquecer até ebuligio. W30 esterilizar em

autoclave.

Hidrelisado de pancreatico de gelstina 100g
Glicose monoidratada S0E
Bile de boi desidratada 00e
Fosfato de potassico monobasico 20g
Fosfato dissadice didratado E0g
“Verde brilhante 15.0me
Apna purificada 1000 mL

pH 7,2+ 0,2 Aquecer a 1{) "C durante 30 mimmtos. Esfriar

imediataments.

Caldo MacConkay

Hidrelisado de pancreatico de gelstina

Lactose monoidratada
Bile de boi desidratada
Purpura de bromocresol

J'lgua purificada

00E
100g
S0E
10,0 mg
1000 mL

pH 7.3 = 02. Esterilizar em mtoclave usando ciclo

validado.

Apar MacConkay

Hidrolisado de pancreatico de gelatina
Peptona (came ou caselns)

Lactose monoidratada
Cloreto de sodio

Bile de bot desidratada
ermelho neutro
Cristal vieleta

Agar

J'lgua purificada

170g
i0g
10,0g
50
15
30,0 mg
1.0mg
135g
1000 mL

pH 7,1 = 0.2, Farver 1 mimuto com constante agitagio.

Esterilizar em antoclave usando cicle validado.

Apar Xiloze, Lising, Dezoxicolato

Xilose

L-Lisina

Lactose monoidratada
Sacarpss

Cloreto de sodio
Extrato de levedura
Vermelho fenol

Agar

Y
50
T5E
S0E
ifg
20,0 mz
135g
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Desoxicolato de sodio 25
Citrato de amonio ferrico 08z
Tiossulfato de sodio 68g
Apua purificada 1000 mL

Agar
J'lgua purificada

150¢
1000 mL

Ajustar de forma que apos aqueciment seja pH 74 =02,
Aguecer ate a ebuligio Wao esterilizar em autoclave.

Caldo Enriguecimento Salmonella Rappaport Fassiliadis

Suspender 30 g em 1000 mL de agua. pH 5.6 = 0.2,
Esterilizar em antoclave usando ciclo validadoe. Se pretende
pH 3.5, adicionsr sproximadaments 14 ml de solucio
estéril de acide tartarice  10% (pA) ac meio amafecido a

Peptona de soja 45g
Cloreto de magnesio hexaidratado 200z
Cloreto de sodio 80z
Fosfam de potassio dibasico 04z
Fosfam de potissio monobasico 06z
Verde malaquita 380 me
Apua purificada 1000 mL

pH 5.2 = 0,2 Esterilizar em autoclave em temperara que

ndo exceda a 115 °C.

Agar Catrimida

Hidrolisado de pancreatico de gelatina 00z
Cloreto de magneésio l4z
Sulfato dipotassico 100z
Cemmida 03z
Agar 136=
Apua purificada 1000 mL
Glicerol 10,0 mL

Ferver 1 mimite com constante agitagio. Ajustsr o pH
de forma que ssja 7.2 = 0,2. Esterilizacio em autoclave

nsande ciclo validada.

Agar Sal Manitel

Hidrolisado de pancreatico de caseina 50g
Peptona peptica de tacido animal 50g
Exirato de camme 10z
D-mamitol 00z
Cloremo de sodio T30z
Agar 150z
Vermelho fenol 25 0mg
Apua purificada 1000 mL

Ferver | minuto com constsnie agitagio. Ajustar o pH de
forma que seja 7.4 = 0.2, Esterilizar em auteclave usando

cicle validade.

Apar Batata-dextrase

Infusdo de batata
Deaxtrose

2000 g
200z

45-50°C.

Agar Sabouraud-dextrose 4%

Diextroze 400 g
Peptonas 100 g
Agar 150g
Agua purificada 1000 mL
pH 546 = 02. Esterilizar em mutoclave usande ciclo
validado.

Calde Sabouraud-dexmrose

Dextroze 00g
Peptonas 100 g
Apna purificada 1000 mL
pH 546 = 02. Esterilizar em mutoclave usando ciclo
validado.

Apar Seletivo para Candida segunde Nickerson

Extrato de levedura 1.0g
Peptona farinha de zoja 0g
Glicina 100g
Glicosze 100 g
Indicador bismuto-sulfito l0g
Agar 150g
Agua purificada 1000 mL
Dissolver 40 g em 1000 mL de sguz. pH 65 = 0.2
Esterilizar sob vapor flnente.

Meio Reforgade para Closiridium

Extrato de carne 100 g
Peptonza 100 g
Exirato de levedura iog
Amido sobivel 10g
Glicose monoidratado 50g
Cloridrato de cistema 05g
Cloreto de sodio s0g
Acatato de sodio iog
Agar 05g
Apma purificada 1000 mL

Deivar intamescer o Agar e dissolver squecendo 3 abuligio,
agitmando constamtemente. Se Decessario ajustar o pH de
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forma que seja 6.8 = 0.2, Esterilizar em auteclave usande pH 7.0 ou caldo de caseins-soja ou um ouro diluents

ciclo validado.

Apar Columbia

Hidrolisado da pancresatico de caseina 100 g
Peptona de came digestio 50g
Drigesto pancreatico de coragio 30g
Extrato de levedura 50z
Amido da milhe 1.0z
Cloreto de sodio 50g
Apgar, de acordo com o poder gelificante 10,0-150g
Apna purificada 1000 mL

Deixar imumescer o agar e dissolver aguecendo ateé
ebulicio, agitando constantemente. S2 necessario ajustar o
pH de forma que seja 7.3 = 0.2. Esterilizar em autoclave
nsande ciclo validade. Esfriar para 45 a 50 °C e adicionar,
se mecessanio, sulfato de gentamicing correspondente a 20
mg de zentamicing base, verter em placas de Petri.

5.5,3.1.2 Contagem do mimero total de micro-
organismos mesofilicos

Com esse teste & possivel determinsr o mimero totsl de
bactérias mesofilas & fungos em produtos & materias-primas
ndo estérels e € aplicado para determinar se o produte
satisfaz &8s exigéncias microbiologicas farmacopeicas.
Quando usado para esse proposito, deve-se seguir as
indicagoes dadas, incluindo o mimero de amosizas tomadas
e interpretagio dos resultados. O teste ndo & aplicado para
produtos gue contém micro-organismoes viiveis comeo
ingrediente ativo.

Esse teste consiste na contsgem da populagdo de micro-
erganismos que apresentam crescimento visivel, em até 5
dizs, em Agar caseina-soja a 32,5°C=25"Ceematé 7
dizs, em Agar Sabourand-dextrose a 22 5°%C =2 5C.
Meétodos microbiologicos alternatives, inclusive os
sutomatizades, podem ser utilizados desde que sua

equivaléncia com o método farmacopeico temha zido
devidamente validada.

PB'.EPA.E..‘-‘L{.‘JE.D DAS AMOSTRAS

Produtes hidrossoliveis

Transferir 10 g ou 10 mL da mistura de amostra para 90
ml de selugio tampioe cloreto de sédic-peptonz - pH 7.0
ou solugio tampdo fosfato - pH 7,2, Caldo Caseina-soja ou
outro diluente adequado. Se necessario, ajustar o pH para
6,02 8,0 com solagdio HC10,1 M ouNaOH 0,1 Af. Preparar
diluigdes decimais sucessivas com o mesmo dilusate,

Produtes de natureza nde lipidica insolihais em dgua

Preparar uma suspensio de 10 g on 10 mL da mistura de
amostra em solugie tampdo closeto de sodio-peptona,

adequado. Em geral, s proporgie de diluents & amostra &
de 10:1, mas as carscteristicas do produto podem exigir
que seja slterads esza relagio. Pode ser adicionsdo sgents
tensoative como polissorbate 80, na concentracio de 1 2L,
para facilitar a dispersdo. Se necessario, sjustar o pH para
6,0 a 8,0. Preparsr dilnigbes decimais sucessivas com o
mesmo diluente.

Produto: de natureza lipidica

Metodo de filtracio por membrana - Dissolver 1 g ou 1
ml dz mistara de amosoa em 100 mL de miristate de
isopropila esterilizade peor filragio em membrana (e sen
exiratn aguoso deve apresentar pH ndo inferior a 6.5) &
aguecido a 40 - 45 *C. Pode ser utilizado polissarbato B0
ssteril ou outro agente tensoative ndo infbitorio;

Metodo de contagem em placa — Transferir 10 g on 10
ml da mistura de amestra para frasco contendo nio mais
que 5 g de polissorbato 20 on 80 estéril ou outro agents
tensoative nio indbitorio. Agquecer s necessario, = uma
temperzturs entre 40 - 45 5C.

Homogeneizar, cuidadosaments, mantendo, se Dacessario,
a temperatura 40 - 45 *C. Adicionar diluente adequado
dentre os apresentados em 5.5.3.1.1 - Solugdes e Meios de
Culiara, prevismente aguecido, na quantidade necessaria
para obter uma diluicio a 1:10 do produto inicial.

Mistarar, cwdadosamente, mantende a2 temperatura
maxima de 40 - 45 °C durants o tempo necessario para
a formagdo de uma emulsio, em qualquer caso ndo mais
que 30 minutos. Se necessano, sjustar o pH para 6.5 -
7,5. Preparar diluigdes decimais sucessivas com 0 mesmo
dilnente acrescido de polissorbato 20 ou 80.

Cremees @ pomadas insolinelis em miriiato de sopropila

Transferir 10 g da mistura de amosira para obier nma
dilnigio a 1:10 em caldo casems-soja contende 0,1 de
tetradecilsulfato de sodio, aquacido a 40 - 45 °C. Agitar até
mismra homogénas.

Mistarar, cuidadosamente, mantendo sempre 3 temparamra
durante © tempe minimo necessario para a formacio de
uma emulsio, sm qualquer caso nEo mais que 30 minaios.
Se necessario, sjustar o pH para 6.5 - 7,5. Preparar diluigdes
decimais sucessivas com o mesmo diloente acrescido de
0,1%5 de tetradecilsulfato de sodio.

Aerossdiz

Fesfriar pelo menos 10 recipientes do produto em mistura
de alcool & gelo seco durante uma hora. Abrir os recipientas
& deixa-los 3 temperamra ambiente parz que o propelents
zgja eliminade. Betrar 10 z on 10 mL dos recipientes &
transferir o produto para equipamento de filracdio on para
frasco contendo solugio tampdo fosfate pH 7,2 ou outro
dilnente adequado para obter diluigio 1:10. S& nacessario,
ajustar o pH parz 6,0 a 2,0 Preparar diluigdes decimais
SWCEsEIvAS com o mesmo dilusnte.
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Cidpsulas vazias

Transferiv 10 g de capsulas vaziss para 90 mL ds solagio
tampde fosfate pH 7.2 aquecido a 40 - 45 °C e agitar oo
maximo dorante 30 mimitos. Completar o volome para 100
mL (diluigio 5:10). Se necessario, ajustar o pH para 5.0 2
8.0.. Preparar diluigdes decimais sucessivas com o mesmao
dilnente.

Gwlarings

Transferr 10 z da mistura de amostra para frasco contendo
aguz esteril aquecida a 40 - 45 °C e deixar em repouso
durante wma hora (diluicao 1:10). Em sepuida transferir o
frasco para banho-maria a 45 °C, agitando vigorosamente
a intervalos frequentes. Se necessario, ajustar o pH para
6,0 a 8,0. Preparar dilnigdes decimais sucessivas em agus
esterl.

Dispositha ransdérmico

Com pingas estéreis, retirar a pelicula protetora de 10
dispositives transdérmicos e coloca-los com a face adasiva
para cima, em placas estéreis e cobrir a face adesive com
zaze esterilizada. Transferir os 10 dispositives para 500 mL,
oo minimo, de sohigio tampde clorete de sodic-peptons
- pH 7,0 contendo agente mativante apropriado como
polissorbato B0 oun leciting de soja. Apitar vigorosamente
durante po maxime de 30 minutos.

Correlatos

Algodio ¢ gaze — transferir res porgdes de 3.3 g das parmes
mais infernzs das arpostras pars solugdo tampio cloreto
de sodic-pepiona - pH 7.0 contendo agemte mativante
apropriado. Preparar diluictes decimais sucessivas com o
mesmo dilwente.

Ouires correlatos — transferir 10 umdades cuja forma e
dimensio permita sua fragmentacdo ou imersio total
nio mais que 1000 mL de solugio tampdo cloreto de sodio-
pepiona - pH 7.0 ou ouiro dilnente adegquado. Deixar
em contsto enmre 10 - 30 minutes. Preparar diluigdes
decimais sucessivas com o mesmo diluente. Para agqueles
que nio podem ser fragmentados ou imersos, inmedusic
assepticamente, no recipients 100 mL de solugdo tmmpio
clorete de sodio-peptona - pH 7,0, Agitar, Utilizar método
de filiracio por membrans da 0,45 pm.

O métedo para preparacic depende das caracieristicas
fisicazs do produte a ser festado. Se penbum dos
procedimentos  descrites  demonsmarem  satisfatorio,
desenvolver um procedimento adequade. !

1 Alguns prodetos podens reqnarer wm aqmecimantn maior na
preparagdo dy amostra, mas esta ndo deve alrapausar 48 "C.

AMALISE D0 PRODUTO

Cuannidade de amosira

Salvo indicagio em contrario, ntilizar mistura de amostas
contende 10 g ou 10 mL do produte a examinar. Tomar
10 unidades para aetossol — forma liguids ou solida e para
dispositives ransdérmicos.

A quantidade a ser testads podera ser redurida no caso
de substancias ativas que sd3o formuladas nas seguintes
condigies: 3 guantdade por dose unitiria (exemplo:
comprimido, capsula) € menor ouignal a 1 mg. Nesse case,
3 quantidade de amosiza a ser testada n3o deve ser menor
que a quantidade presente em 10 doses unitarias.

Parz produtos em gue o tamanho do lote & extremaments
pequenc (isso &, menor gue 1000 mL ou 1000 g), a
quantidade a ser testada deve ser 1% do lote ou menor
quando justificado on autorizado.

Para produtos onde o nimero total de unidades no lote &
menoT que 200, nsar duzs unidades ou uma unidade se o
lote for menor ou ignal a 100 umidades.

Na amostragem de produios em processaments, colefar
3 amosTas do micie, 4 do meio e 3 do fim do processo.
Execntar o feste na mismra dessas amostras.

PROCEDIMENTOS

A determinagio pode ser efetuada pelo Métedo de
filiragio por membranz, Método em placa ou Método dos
Tubos Multiplos (MINF). Esse tltimo € reservado para as
determinacdes bacterianas que ndo possam ser realizadas
por wm dos outros métodos e quando se espera que o
produtoe apresente baixa densidade bacteriana.

A escolhz do método € determinads por fatores tais
como 3 paturezz do produto & o mimero esperado de
micro-organismos. Cmalquer metodo escolbido deve ser
devidamente validado.

Filtragdo por membrana

Utilizar equipamento de filragio que possibilite a
transferéncia da membrana para os meios de culiura, As
membranas de nittate de celolose, por exemplo, podem ser
utilizadas para solugbes aquosas, oleosas ou fraczments
alcoolicas & a5 membranas de acetato de celulose para
solugdes fortemente slcoolicas. Preparar a amosira usando
mésodo mais adequado previamente determinado .
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Transferiv 10 ml, ou & quantidade de diluicdo que
represente 1 zon 1 ml da amostra a ser testada, para duas
membranzs & filtrar imediatamente. e necessario, dilur a
amostra de forma a obter contagem de colonias entre 10
e 100 UFC. Lavar as membranas pelo menos rés vezes
com aproximadamente 100 ml do fluide de lavagem
adequado. Transferir wna das membranss para 3 superficie
de uma placa contendo 3gar caseina-soja, incubar 3 32,5 °C
= 25 °C durante 3-5 diass, para determinagio do nimero
de micTo-orgznismos aerobicos totais. Transferir 3 outra
mernbranz para a superficis de uma placa contendo agar
Sabouraud-dextrose e incubar a 225 °C = 2,5 °C durante
5-7 dias, para a determinagao de bolores e leveduras.

Calcolar ¢ numero de UFC por zrama ou mililime do
produto.

Quando analizar dispositives transdénmicos e produtos
medicos, filirar, separadamente, 10% do volume da
preparagio, conforme procedimento de adequagio do
produto, e proceder a lavagem e incubagio conforme
descrito anteriormente.

Contagem em placa

Miitode de profindidade - Adicionar 1 ml da amosira
preparada como descrito em Preparagdo das amosfras, em
placa de Petri & verter, separadaments, 15 - 20 ml de agar
caseina soja e, agar Sabourand-dexirose mantidos a 45 - 50
*C_Utilizar duas placas pars cada meio e diluicio. Incubar
35 placas contendo agar casems-sojz a 325 *C =25 °C
durante 3 - 5 dizz e as placas contendo agar Sabouraud-
dexirose a 125 °C = 2,5 °C durante 5-7 dias para
determinagio do mimers de micro-organismos serchicos
totmis e bolores e leveduras, respectivamente. Somente as
placas que apressntarem mumers de colonias inferior 2 250
(bacterias) e 50 (bolores e leveduras) por placa deverdo ser
consideradas para o registro dos resultados. Tomar a media
aritmeética das placas de cads meio e caloular o piamero de
UFC por grama ou mL do produto.

Miétodo de superficie - adicionar em placas de Peir,
separadaments, 15 - 20 mL de agar caseina soja & 3gar
Szbourand-dexitose e deixar solidificar. Secar as placas.
Adicionar a superficie de cada meio de culfuzma, 0,1 mL
da amosira preparada como descrite em Preparagdo das
amostras. Incubar as placas consendo agar caseins-soja
4325 °%C =25 °C durante 3-5 dias e as placas contendo
agar Sabourand-dextrose 3 22,5 5C = 2.5 °C durante 5 - 7
dias para determinacio do pimero de micTo-OrZamismos
aerobicos totais e belotes e leveduras, respectivamente.
Tomsar a media aritmeética das placas da cada meio e
calcnlar o pumero de UFC por grama ou mL do produto.

Exemplo da caloalo:
- Coldnias por .
Dilnigde placas UFCig, om mL
1:100 03 203z 10
1:1040 100 100x 108
1:1000 41 410x 10¢
1:1000 12 1,20x 1078

o (29341,00+410+1,20)

; x10% = 2.30x10°

Nimero Mais Provivel

Preparar a amostra coaforms procedimentos de adequacio
do produto. Preparar dibmigbes 1:10; 1:100; 1:1000.
Transferir 1 mL de cada umsa das dilnigdes, para 3 mbos,
contendo cada um, @ ml de caldo casema-soja. Incubar
todios 05 tubos 3 32,5 °C = 2,5 °C durante 3 - 5 dizs. Anotar
o nirmero de tubos pesitives & o nimers de tubos negatives.

Se 3 natureza da amostra tomar 4 leimra dificil, como, por
exemplo, uma suspensdo, efetuar suboulmra para o mesmo
calds ou pars agar caseima-sojs por 2 diss na mesma
fEmperatura.

Determinar ¢ nmero mais provavel de micTo-organismos

vigveis por grama ou mililitto do produato, de scordo com
as informagdes descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valor do Namers haiz Provivel de Micre-srganizmes - KAP.

Numere de mubos positives
Numere de g, on mL do predute por mbe ::Eﬁ:_::fﬂ:; cuq-;:::: :;556
1681 10 (8,01) I (8,001)

/] a ] =3 00-04
] o 1 3 01-93
1] 1 ] 3 01-10
/] 1 1 4,1 12-17
] 2 ] 4,2 12-17
1] 3 ] 04 35-35
1 o ] ER] 0,2x-17
1 o 1 72 1,2-17
1 o 2 11 04-35
1 1 ] 74 13-20
1 1 1 11 04-35
1 2 o 11 04-35
1 2 1 15 05-38
1 3 ] 16 05-38
2 o o a2 1,5-35
2 o 1 14 04-35
2 o 2 20 05-38
2 1 ] 15 04-33
2 1 1 20 05-3%
2 1 2 27 0e-no4
2 2 ] 21 05 - 40
2 2 1 2B 0e-04
2 2 2 35 0e-no4
2 3 ] 20 0e-04
2 3 1 36 0e-04
3 o o 23 05 -04
3 o 1 3B 09 - 104
3 o 2 &4 16— 181
3 1 ] 43 0o - 181
3 1 1 75 17- 128
3 1 2 12 30 - 360
3 1 3 160 30 - 380
3 2 ] 23 18- 360
3 2 1 150 30- 380
3 2 2 210 30 - 400
3 2 3 ] o0 - 220
3 3 o 240 40— 220
3 3 1 4460 90 - 1930
3 3 2 1100 200 — 4000
3 3 3 =1100

5.5.3.1.3 Pesquisa de micTo-organismos
patogénicos

Esse método possibilita verificar a presenga ou a suséncia
de micTo-orEaniEmos espacificos meios saletves. Os
procedimentos experimentais devem inchuir etapas de pre-
enriquecimento para garantir 3 recuperagic dos micro-
OIEanismes, se presentes no produto.

Metodos microbiologices altermatives, inclusive os
sutomatizados, podem ser uilizados desde que sua

equivalénciz so metode farmacopeico tenha sido
devidamente validada.

PROCEDIMENTO

Bacrérias gram-negaiivas bile tolerantes

Preparo da amesora @ pré-incubagde - Preparar a amostra
usando a dilnigio 1:10 de ndo menos que 1 g on 1 ml do
produte a ser testado, conforme descrito em Confagem do
miimere total de micro-organizmos mesafllicos (553.1.1),
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nsznde caldo caseins-soja (Diluicdo A) como diluents
Homogeneizar e imcubar a 225 °C = 2.5 °C por 2 horas
e ndo mais que 5 horas (empo Decessario para meativar a
bactéria, mas nio o suficients para estimular 2 multiplicacdo
do micro-orEanismo).

Teste de auséncia - Homogeneizar 3 Diluigio A e transfaric
volome cormespondente 3 1 g ou 1 mL do produto para o
Calde de Enrigueciments de Enterobactérias segunde
Mossal (deromonar ¢ Preudomena: também podem
crescer nests meio, bem como outros tipos de bactérias).
Incubar a 32,5 °C = 1.5 °C por 24 a 48 horas. Preparar
subculara em placas contendo Agar Vieleta Vermelho
Neumo Bile Glicose. Incubar a 32,5 °C = 1.5 °C durante
18 a 24 horas O produto cumpre o teste 58 nio howver
crescimento de colonias.

Teste guantitative (selegdo ¢ subculmra) - Diluir quantidade
apropriada da Diluigio & para o Caldo de Enriguecimento
de Enterobactéras semunde Mossel de modo a obter
dilnigdes contendo 0.1; 0,01 e 0,001 g {ou 0.1; 0,01 e
0,001 mL) do produto a ser testado. Incubar a 32,5 °C =
25 °C durante 24 a 48 horas. Para cada mbo positivo,
realizar subcnlmras em Agar Violeta Vermelho Meutro Bile
Glicose. Incobar a 32,5 %C = 2.5 °C durante 18 a 24 horas.

Interpretagde - O crescimento de colomias  bem
desenvolvidas de bactérias Gram-pegativas, geralments
vermelhas ou avermelhadas, indica contsminagio
(resultade positive). Anotar os resultades positives e
negatives. Determinar o numero mais provavel de bactérizs
por grama on mililitro de produto segundo Tabela 1.

Tabela 1 - Interpretagio do: rezultados do fesee quantidative
para bactérias gram-negativas bile toleramtes.

Resnltados para qguantidade
de produte de Numere provavel de
0.1 0u| BOLE | 00018, bactérias por grama,
0.1 :rtL on 0,01 |on 8,001 | on mililire do produte
i mL mL
+ + + Mais de 107
+ + - Wemas de 107 emsis de 10F
+ - - Menes de 10F e mais de 10
- - - Menos de 10

Escherichia coli

Prepare da amosira ¢ pré-mcubagdo - Preparar a amostora
nsando & diloigie 1:10 d2 nio menos que 1 g do produto a
seT examinade conforme descrito em Contagem do nimare
total de micro-organizmos mesofilicos (5531.2).

Utilizar 10 ml da dilnigio para 90 mL ds Caldo de
Enrignecimento {Calde Caseina-soja), ou quantidsde
comespondente a 1 g ou | ml. Homopeneizar e incubar
32,5%C =25 °C durante 18 a 24 horas.

Selegdo ¢ subculrura - Agitar e transferir 1 ml. da amostra
enriquecida para 100 mL de Calde MacConkey. Incubar
243 %C = 1 °C durante 24 - 48 horas. Fealizar suboultura

em placa de Agar MacConkey e incubara 32,5 = 2,5 °C
durante 18 a 72 horas.

Interpretagde - O crescimento de coldmias wermelhas,
geralmente ndo mucosas, com  micromorfologia
caracteristica de bacilo Gram-negztive, indica presenca
provavel de E.coli que deve ser confirmada por testes de
identificacio microbisna. O produto compre o teste se ndo
for obsarvade crescimento de mis colénias on se 25 provas
microbianas forem negativas.

Salmonella

Preparagde da amostra @ pré-incubagde - Preparar a
amostra usande a diluicio 1:10 de nio menos que 10 g,
ou 10 mL do produte a ser examinado, conforme descrito
am Contagem de mimero total de micro-organismos
maesgffiicos (5.5.31.1). Homogeneizar e imcubar 32,5 °C =
2.5 *C durante 18 a 24 horas.

Selegdo e subcultura - Agitar e tramsferr 0,1 mL do
contendo para 10 mL de Calde Enriquacimento Salmonella
Rappaport Vassiliadis. Incabar a 32,5 °C = 2.5 °C durante
18 a 24 horas. Fealizar subculiura em placa contendo Agar
Xilose Lisina Desoxicolato e incubar a 32,5 °%C = 2.5 °C
durante 18 a 48 horas.

Interpretagie - O crescimento de  colomizs bem
desemvolvidas, vermelhas com ou sem centro negro indica
presenca provavel de Salmenella que deve ser confinmada
por testes de identificacio microbiana. O produto compre o
teste se nio for observado crescimento de tais colonizss ou
58 35 Provas microbisnas forem negativas.

FPreudomonas aeruginesa

Preparagde da amostra @ pré-incubagie - Preparar a
amostra nsando a dilnicio 1:10 de nio meno: que 1 g do
produto a ser examinado, conforme descrite em Contagen
do  mmero fortal de micro-organizmos  mesgfflico:
(5.5.3.1.7). Utilizar 10 mL da diluigio para 90 mL de Caldo
de Caseins-soja ou quantidade cormespondenta a 1 z ou 1
ml. Homogeneizar e incubar 32,5 °C = 2.5 °C duorante 18
a 24 horas.

Quando testar o dispositive transdérmice, filtrar 50 mL
de Caldo Caselnz-soja por membrana esterl e transferir a
membrans para 100 mL de Caldo Caseina-zoja. Incubar a
32,5°C = 2,5 °C durante 18 a 24 horas.

Selegdo ¢ subculnra - Agitar e transfarnr uma alga para
placa contendo Agar Cemimida. Incubara 32,5°C =25 °C
durante 18 — 72 horas. O crescimento de colonias indica
presenca provavel de Preudomonags aeruginosa que deve
ser confirmads por testes de identificacio microbians O
produts cumpre o teste se ndo for observado crescimento
de tais colonias ou se as provas de identificagdo forem
negativas.
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Sraphylacoccus aurens

Preparagdo da amostra ¢ pré-incubagdo - Preparar a
amostra nsando a dilwigdo 1:10 de nio menos qus 1 g do
produto a ser examinada conforme descrite em Contagem
do mimere fotal de micro-organismas  masafflicos
(5.5.3.1.2) Unilizar 10 mI da diluigio para 90 mT de Caldo
de Eariguecimento (Caldoe Caseina-soja) on guantidade
comrespondente & 1 g ou 1 ml. Homopensizar e incubar
32,5%C =25 °C durante 18 2 24 horas.

Quando testar o dispositive transdérmice, filirar 50 mL de
Caldo de Enriguecimento por membrana astéril e transfaris
a membrana para 100 mL de Caldo Casemna-soja. Incubar s
32,5%C =25 °C durante 18 a 24 boras.

Selegdo @ subcultura - Agitar e transferir uma alca para
placa contendo Agar Sal Manitol. Incubara 325 °C =25
°C durante 18 — 72 horas.

Interprertagde - O crescimento de colonias amarelas ou
brancas rodeada por uma zona amarels indica presenga
provavel de 5 gurens que deve ser confimmada por testes
de identificacio microbiana

O produto cumpre o teste se ndo for observado crescimento
de tzis colomizs ou se as provas de identificacio foram
negativas.

Clostridium

Preparagdo da amostra ¢ pré-incubagfo - Preparar a
amosira conforme descrito Contagem do nimare total
de micra-organizmos mesafiiicos (5.5.3.1.2). Utilizar duas
fragdes iguais comespondentes 2 nio menos que 1 g onml
do produtoe a sar examinado. Aquecer uma das porgdes a 80
*C durants 10 mimitos & esfriar imediatamente. Inocalar 10
mL de cada fragio homogeneizada em 2 frascos contendo
10} ml de meio Caldo BReforcado para Clostidam
Incubar em snaerpbiose a 32,5 °C = 2,5 °C durante 48
horas.

Seleglo ¢ subculmra - Transferir wma alga de cada
frasco para placa contendo Agar Columbia. Incubar em
anaerobiose 3 32,5 °C = 2.5 °C durante 48 horas.

Interpretagde - O crescimento de colonias catalase-
negativas, com micromorfelogia de bacilo Gram-positivo
{com ou sem endéspores) indica presenca provavel de
Closmidinm. O produts cumpre o tests se nio for observado
crescimento de micTo-organisme snzerobio ow se o teste de
catalase for negative.

Candida albicans

Preparagdo da amostra ¢ pré-incubagfo - Preparar a
amostra nsande a diluicio 1:10 de nio menos que 1 g,
ou mL do produto a ser examinada conforme descrito
Contagem do mimers fofal de micro-organizmos
mesafflices (5.5.3.1.2). Utlizar 10 mT ds dilui¢io para 80
ml de Caldo Sabouwraud Dextrose. Incubar 32,5 ®C = 2.5
®C durante 3 a 5 dias.

Selegdo ¢ subcultura - Tramsferir uma alca para placa
contende Agar Sabourand Dextrose ou Agar Mickerson.
Incubara 32,5 °C =25 °C durante 24 — 48 horas.

Interpretagdo - O crescimento de coldniss brancas em Agar
Sabourand ou colomias marrom/preta em Agsr Nickerson
indica presenga provavel de O albican: que deve ser
confirmada por testes de identificagio microbisma. O
produts cumpre o teste se ndo for observado o crescimento
das colonias.

5.5.3.1.4 Adequacio dos meétodos
farmacopeicos

Para adequacio dos metodos farmacopeicos aos produtos
nio estéreis deve ser demonstrads a eliminagio de
qualquer proprisdade sntimicrobiana antes da verificacio
da existéncia de contaminagio micTobizna nos produtos.

O protocolo do teste de adequacdio deve mimetizar o teste
de limite microbiane — preparacio da amostra, tipo de meio
de cultura e solugdes tampdo, numero e tpe da solugdo
de lavagens das membranas bem como as condiges
de incubagio. Esse protecolo requer o use de micro-
oTganismos para © teste de recuperacio microbizna.

Drante 2 adequagio, demonstrar que a escolha do métedo
para estimatva gualifativa e'ou quantitativa dos micro-
organizmos viaveis & sensivel, exato e confidvel & que &
capaz eliminar gqualquer interferéncis ou inibigdo duranta 3
recuperagio dos micro-organismes viaveis.

Fevalidar o meétodo de adequacio se forem modificadas as
condigdes de ensaio e/on ocomerem alieragdes no produts
que possam afes-lo.

Com a finalidsde de indicacdo, foram listados os micro-
organismos disponiveis na ATCC. O mesmos micro-
organismos podem. também, ser obtidos de outras fontes:
NCQS, CIPF, NBRC, MCDMB, NCPF, NCTC, NCYC,
IMI e I[P A comrespondéncia enfre of mMicTO-OrZaMisImos &
o5 enderegos das entidades que os fornecem enconira-ze
indicada Micro-organizmos empregados ém tesfes ¢
ensaios (5.5.3.5).

CONTAGEM DO NUMERC TOTAL DE MICRO-
ORGANISMOS MESOFILICOS

Manurengdo ¢ preparagde dos micro-organismos weste

As culturas liofilizadas devern ser reidratadas de acordo com
a5 instrugies de formecedores @ mantidas por ansferéncias
para meios de cultura recém preparados ou por processo de
congelamento ou de reSigeracdo por periodo de estocagem
que mantenhs a5 caracteristicas originais da culturs.

Usar suspensdes padronizadas dos micTo-0rzZamismos
conforme estabelecido 3 sepwir Utlizar tecnica de
mamutencio de forma que o imoculo nfo ulmapasse 3
passagens da cultura original. Fealizar subcultaras de cada
micro-organisme (bactéria e fungo) separadamente como
descrito na Tabela 1.
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Tabela 1- Preparacio & mso dos micre-srganizmes.
Meios de culrura para 'HG:TM d‘r{mﬂ‘umpm adeguacio
. . o merode de contagem na
ERTIgH ecTm el
} . Meios de culmra presenca do produrte
Micro-organismo -
para manutencao Convagem total | Comtagem roral | Contagem Toral | Comtagem roval
de bactérias de bolores & de bactérias de bolores ¢
aercbicas leveduras aerobicas leveduras
Swmphylococcus Agar Caseina- Agar Caseina- - Apgar Caselna- -
aureus (ATCC §538) soja ou Calde soja e Caldo de saja /MNP Caldo
de Caselma-soja Cassina-soja de Caseina-soja
32,55C=25°C,
1524 horas = 100 UFC = 100 UFC
32,5°C+135 35C=25
°C, = 3 dias =C, = 3 dias
Prendomenas Agar Casema- Agar Caseina- - Agar Caselna- -
aErUgTROsT soja ou Caldo soja e Caldo de saja MMNF Caldo
(ATCC 002T) de Caseina-soja = Caseins-soja de Caseina-soja
32,5°C=12,5°C,
32,5°C=15 F15°C=15
°C, < 3 dias C, = 3 dias
Bacillus subtiliz Agar Casema- Apar Caseina- - Agar Caseina- -
(ATCC 6633) s0ja ou Calde soja e Caldo de soja MNP Caldo
de Caseima-soja  Casema-saja de Caseina-soja
315 =25°C,
18.74 noras = 100 UFC < 100 UFC
3125°C+235 32515
*C, = 3 dias ¢, = 3 dias
Céndida albicans Apgar Sabowrand-  Agar Caseins- Agar Sabourand-  Agar Caselna- Agar Sabourand-
(ATCC 10231) dextrose ou Calde soja dextross saja dextrose
Sabonrand
= 100 UFC = 100 UFC = 100 UFC = 100 UFC
2S5 CE25°C
32,5°C+23 S =S 3,515 125C=15
2.3 diss ST, < 5 dizs ST, < 5 dias C, < 5 diag 0, < 5 ding
MME: ndo
se aplica
Aspergiliuz Apgar Sabourand-  Agar Caseina- Apar Ssbourand-  Agar Caseina- Agar Sabonraud-
Bbrasiliensis dextrose uu_-ic.ga.r soja dexiroze saja dextrose
(ATCC 16404 Batata-dextrose
= 100 UFC = 100 UFC = 100 UFC = 100 UFC
RSC=25°C
325°Cx23 25T =13 32,5°C =25 25213
5-7 dias, ou ate ?C, < 5 dias °C, < 5 dias °C, < 5 dias =C, < 5 dias
espomulagio .
evidente NME: nio
se aplica

Usar sohugdo tampdo clomete de sodic-pepteza pEH - 7,0 ou solegdo tampdo fosfate pH 7,2 para preparar a5 mspensfes. Ao prepamar 2 suspemdo de
wiporns do A. Sramienas, adicionar 2 sofegio tmpde 0,03% de polissortato 80, Usar as suspansdier dentro de 2 homas ou dentro de 24 homs se mantidas
4 temparsimm da 1- § “C. Tamxpos maiores podscdo sar nilivados desde que walsdades.
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Tabela 3 - Promocio de crescimento, propriedades imibiserias e indicativas do mede de culrura.

Meio de enliura

Proprivdade

Micro-grganismo reste

Bactéria Gram-negativa bile tolarante

Caldo de Eorguecimente de Eatercbacterias Promegdo de cescimento

semmde Mossal

Apgar Bile, Violeta, Vermelho e Glicose

Inibitoria
Crescimento presuntive

Excherichia colt

Predomonar aeruginosa
Stapdyilococcus aureus
E. coli

P geruginoza

Escherichia coli
Caldo MacConkey Promogio de cIescimento E. eali
Inibitoria 5. aureus
Agar MacConkey Crescimento presuntive E. coli
Saimonaila
Caldo Enrquecimento Salmopella, segundo Promegdo de coescimento Salmonella enterica ssp soTotipo

Rappaport Vassiliadis typhimurium
ou 5. endérica ssp sorotipe abomy
Inibiteria & aureus
Agar Xilose Lisinag Desoxicolato Crescimento presuntivo 5. enterica ssp sorotipo ryphimurnm
ou 5. entérica ssp soTotipo abony
FPreudomonas aerugmosa
Apar Cetrimida Crescimento presuntive P aeruginosa
Inibiteria E coli
Staphylococous aurels
Apar 5al Manitol Crescimento presuntive 5. oureus
Inibiteria E colf
Closiridium
Meio Feforgado para Clastridium Promogio de crescimento Clostridium sporogenes
Agar Columbia Promocio de cIescimento O sporogenes
Candida allicans
Caldo Sabourand Promogio de cIescimento Candida albicans
Apgar Sabourand-dexirose Crescimento Presuntivo . albicans
Apar Nickerson Crescimento Presunfivo . albicamns

Recuperagdo dos micro-organizmos no produto

Para cada produto a ser analisado realize o teste conforme
descrite em Procedimento, em Mérodo geral para pesquisa
de micro-organismas patagénicos (5.5.3.1.3).

Ap homopeneizar, adicionar cada cepa descrita na
promoglo de crescimento. Inocular os micro-organdsmos
individualments em moculoes contendo ndo mais que 100
UFC. A realizagio do teste deve ocorrer no menor periodo
de tempa.

s micTo-organismos devem ser detectados pelas reagdes
indicadas nos paragrafos comespondentes, descritos em
Procedimente, em Mérodo geral para pesquiza de micro-
organizmos parogdnicos (5.53.1.3).

e o produto possuir atividade anfimicrobizma e for
necessario modificar 3 metodologia proceds como em
Newtralizagdoremogdo de attvidade antimicrobiana deste
caprmlo utilizando Caldo de Caseina-soja como dilnente

5.5.3.1.5 Limites microbianos

A conmaminagio microbizna de mm produte ndo estéril
(especialidade e matéria-prima farmascéutics) pods
conduzir nio somente 3 sua deterioragio, com as mudangas
fisicas & quimicas associzdss, mas tambem, a0 rsco ds
infecgAo para o usudro. Consequentements, os produtos
farmacéuticos oraiz e topicos (capsulas, comprimidos,
suspenses, cTemes, eic.], gque nio sdo estéreis, devem ser
submetidos aos controles da contaminagio microbiana.

A garantia de qualidade e o5 controles de produgdo devem
sl fals Que 0f MICTo-0rganismaos capazes de proliferar e
Contaminar o produte, estejam dentro dos limites. Os limites
microbianes devem ser adeguades as vanas categomias
de produtos que reflitam o dpo de comtaminacio mais
provavel infroduzida durante a fabricagio, bem como a via
de administragde, o consumidor final (neonatos, criangas,
idesos, debilitados), o uso de agentes imunossupressores,
corticosterdides e outros fatores. Ao svalisr os resultados
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dos testes microbiolégicos, o nimene & o5 tipos de micro-
organismos presentes devem ser considerados no contexto
do nso do produto proposto.

O teste microbiclogico de produtos mdc estémeis e de
matéria-prima para uso farmacéuntice é realizado segundo
a metodologia descrita em Ensavas microbioldgicos para
produtas nde estdreis (5.5.3.1).

O limites de aceitagio estdo descritos na Tabela 1 2 zd0
interpretados de seguinte modo:

- I0'"UFC: valor maxime aceitavel = 2
- I UFC: valor maxime aceitavel = 2

- 107 UFC: wvalor maxime aceitivel = 2000 e, assim
FUCEssIvAInEntS




