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Resumo

O presente projeto de mestrado foi desenvolvido nos Laboratérios Basi e teve como
objetivo principal o desenvolvimento de um método de dissolugao de supositérios contendo
ibuprofeno que melhor permita discriminar entre lotes, de forma a avaliar o poder discriminatorio.
Para se chegar ao objetivo final foram delineados varios objetivos especificos: 1) valida¢ao de um
método analitico de quantificagao do ibuprofeno em ensaios de dissolu¢dao por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC); 2) testar o poder discriminatorio através de alteracbes provocadas
deliberadamente a formulagio em estudo; 3) analise da mudanca de escala, por forma a verificar
possiveis diferencas entre lotes fabricados em diferentes escalas.

A validagio do método de HPLC inclui o estudo de diversos parametros, nomeadamente,
especificidade, linearidade, repetibilidade, precisao intermédia, exatiddo e robustez. As diferencas
entre a formulacdo de referéncia e a formulacdo com as alteracdes foram analisadas através do
calculo do fator de similaridade (f2) e de diferenca (fi) — método independente de modelo e também
através ajuste de um modelo cinético de primeira ordem — método dependente de modelo.

Os resultados demonstraram que o método ¢é especifico e linear para uma gama de trabalho
entre 10.0 e 500 pg/ml.. Para os parimetros de repetibilidade, precisdo intermédia e robustez, o
método apresentou coeficientes de variagdo abaixo dos limites definidos. Relativamente a exatidao
do método, foram obtidas percentagens de recuperacio de 100 = 5% para todos os niveis de
concentragao e verificou-se que nao existe efeito da concentraciao na taxa de recuperagao. Uma vez
que todos os parametros cumpriram os critérios de aceitagao, o método foi validado.

O parametro calculado através do método dependente de modelo que apresentou um
melhor poder discriminatério foi o tsew. A utilizagdo do método independente e o do método
dependente ndo demonstrou diferencgas entre estes, pois apresentam igual poder discriminatorio.

O método desenvolvido detetou diferengas nas alteragdes que nao apresentavam surfactante
na sua composi¢ao, um maior tamanho de particula, uma menor massa de supositério e alteragoes
que apresentavam pequenas quantidades de surfactante na sua composicao. Relativamente as
alteragoes provocadas as condi¢des hidrodinamicas, verificou-se diferenca no ensaio realizado com
uma menor velocidade de agitagao das pas.

Por forma a verificar as condicbes de armazenamento submeteu-se o medicamento a
temperaturas extremas (60°C e 5°C), nao se tendo verificado diferencas significativas na forma de

armazenamento.



O método desenvolvido foi considerado discriminatério para a sua utilizagio no controlo de
qualidade de rotina, pois apresenta a capacidade de detetar pequenas alteragdes provocadas

deliberadamente.

Palavras-chave: Poder discriminatério, Ibuprofeno, Validagao, Perfis de dissolugao.
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Abstract

This project was developed at Laboratérios Basi with the main objective being the
development of a dissolution method of suppositories containing ibuprofen that better allows to
discriminate between batches, in order to evaluate the discriminatory power. In order to reach the
final objective, several specific objectives were outlined: 1) validation of an analytical method of
quantification of ibuprofen in dissolution tests using high performance liquid chromatography; 2)
test discriminatory power through deliberate changes to the formulation under study; 3) analysis of
the change of scale, in order to verify possible differences between batches produced at diferent

scales.

The validation of the HPLC method includes the study of several parameters, namely,
specificity, linearity, repeatability, intermediate precision, accucary and robustness. Differences
between the reference formulation and the formulation with the changes were analyzed by
calculating the similarity (f) and difference (fi) factors — model independent method and also by

fitting a first order kinetics model — model dependent method.

The results showed that the method is specific and linear for a range of concentrations from
10.0 to 500.0 pg/mL. For the parameters of repeatability, intermediate precision and robustness, the
method showed coefficients of variation whithin the specified limits. Relatively to accucary of the
method, recovery percentages of 100 * 5% were obtained for all concentration levels and it was
verified that there is no concentration effect on the recovery rate. Once all parameters had met the

acceptance criteria, the method was validated.

The parameter calculated using the model dependent method that presented best
discriminatory power was tsow. The use of the independent method and the dependent method

didn’t show any differences between them, since they have equal discriminatory power.

The development method detected differences in the alterations that dind’t present
surfactant in its composition, a larger particle size, a lower mass of suppository and alterations that
had small amounts of surfactant in ther composition. With respect to the changes caused to the

hydrodinamic conditions, there was a difference when the stirring speed of the blades decreased.

In order to verify storage conditions of pharmaceutical product, the drug was subjected to

extreme temperatures (60°C and 5°C), and no significant differences in storage were observed.

Vil



The developed method was considered discrimininatory for its use in routine quality control

because it has the ability to detect small changes caused deliberately.

Key words: Discriminatory Power, Ibuprofen, Validation, Dissolution Profiles.
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Capitulo 1

Introducgao

Este projeto de mestrado teve como principal objetivo o desenvolvimento de um método de
dissolu¢ao de supositérios contendo ibuprofeno que melhor discrimine entre lotes, isto ¢, o método
deve ser capaz de discriminar entre lotes aceitaveis e nao aceitaveis do mesmo produto. Na fase de
desenvolvimento do método, foram testadas alteragoes deliberadas a formulacio em estudo, por
forma a avaliar o poder discriminatério. O método de dissolug¢ao desenvolvido ira servir para
estabelecer uma especificacao de dissolucao a ser utilizada no controlo de rotina do medicamento
para avaliar lotes da mesma formula¢ao. Ainda neste projeto foi realizada a validagio do método de
analise de quantifica¢ao do método de dissolucio, para que este possa ser implementado no controlo

de qualidade de rotina do medicamento.

A substancia ativa em estudo, ibuprofeno, faz parte do grupo dos anti-inflamatérios nao
esteroides (AINE), atuando através da inibicdo na producdo de substincias quimicas produzidas
pelo corpo que causam inflamagao e contribuem para a perce¢ao de dor pelo cérebro [1]. Encontra-
se disponivel no mercado em diversas formas farmacéuticas com eficacia clinica comprovada, como
supositorios, xaropes e comprimidos. Independentemente da forma de administragao, a solubilidade
do ibuprofeno é uma caracteristica essencial para a eficacia de farmacos, sendo um dos parametros

relevantes para avaliar a qualidade de um farmaco [2].

Os ensaios de dissolucio foram desenvolvidos devido a necessidade de se verificar a
biodisponibilidade, a bioequivaléncia e também devido a necessidade de estabelecer uma correlagao

in vivo'-in vitrd® (CIVIV), isto é, de prever o comportamento 7 vivo de libertagao de um firmaco [3].

O método utilizado para o procedimento cromatografico do desenvolvimento do método de
dissolucdo e validagao do método analitico foi adaptado da monografia “Ibuprofen” que se encontra
descrito na Farmacopeia Europeia (EP). O método foi validado de acordo com a International
Conference on Harmonisation guidelines (ICH). Os parametros considerados durante a validagdo do
método de quantificagao da dissolu¢ao foram a especificidade, linearidade e gama de trabalho,

precisio (repetibilidade e precisao intermédia), exatiddo e robustez.

I Observagoes ou experiéncias realizadas no tecido do organismo vivo num ambiente controlado.
2 Observagdes ou experiéncias realizadas fora do organismo vivo num ambiente controlado.
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1.1. Laboratorios Basi

Este projeto foi desenvolvido nas instalagoes dos Laboratorios Basi — Industria Farmacéutica
em Mortagua. Os Laboratérios Basi, S.A. comecaram a sua atividade em 1956, contando com uma
histéria de mais de 50 anos, sendo reconhecidos como uma empresa de referéncia no seu sector de
atividade, construida sobre uma inimera variedade de conhecimentos, experiéncias e aprendizagens.
Apresentam um portefélio alargado, contando com a produgdao de produtos tais como pomadas,
cremes, géis, supositorios, suplementos alimentares, solugdes e suspensoes orais. O portefélio conta

também com dermocosméticos, dispositivos médicos e medicamentos nao sujeitos a receita médica.

Fazem parte de um grupo alargado de empresas ligadas a Industria Farmacéutica, tais como
FHC (Farmacéutica), Paracélsia (Farmacéutica), Overpharma (Produtos Médicos e Farmacéuticos
Lda.), Empifarma (Distribuicao), Phagecon (Consultoria e Servicos Farmacéuticos) e Zeone

(Informatica).

A missio dos Laboratérios Basi é desenvolver, fabricar, comercializar e distribuir a nivel

global medicamentos e solugdes terapéuticas assinaladas pela exceléncia da qualidade Europeia.

A empresa conta com departamentos de Desenvolvimento de Produto e de Controlo de
Qualidade. O departamento de Desenvolvimento de Produto atua ativamente nas areas de
desenvolvimento de produtos e de novas formulagdes, validagio do procedimento analitico,
desenvolvimento de métodos analiticos e na transferéncia de tecnologia e aumento de escala de
produgdo. O departamento de Controlo de Qualidade é uma referéncia internacional e apresenta
todos os recursos necessarios para a realizagdo de qualquer tipo de andlise, a qualquer tipo de
produto, material ou forma farmacéutica. O Controlo de Qualidade dos Laboratérios Basi oferece
uma vasta gama de servigos, sendo que as solugdes passam pelas analises fisico-quimicas, estudos de

estabilidade e analises microbiologicas.

Por forma a permitir uma melhoria continua de processos, garantia de bons servigos e
resposta as exigéncias da populagao, os laboratérios tém implementado um sistema de gestao de

qualidade conforme as normas ISO 9001.



1.2. Bioequivaléncia e Biodisponibilidade

Um medicamento genérico ¢ considerado um produto que apresenta a mesma quantidade de
substancia(s) ativa(s) e a mesma forma farmacéutica e cuja bioequivaléncia com o produto de

referéncia tenha sido demonstrada por estudos de biodisponibilidade adequados [4].

Um dos principios que suporta o uso eficaz e seguro dos medicamentos genéricos é o
conceito de Bioequivaléncia. Segundo a Agéncia Europeia do Medicamento (EMEA), “dois
medicamentos sao considerados equivalentes farmacéuticos se possuirem a mesma substancia ativa,
na mesma dose e forma farmacéutica”. Além disso, dois medicamentos sao bioequivalentes se forem
equivalentes farmacéuticos e se as suas biodisponibilidades apds administragdo na mesma dose
molar se situarem dentro de limites aceitaveis predefinidos. Estes limites sdo estabelecidos por forma
a assegurar a semelhanca em termos de eficicia e seguranca. O objetivo de estabelecer

bioequivaléncia é demonstrar equivaléncia entre o medicamento genérico e o medicamento original
[4]-

Segundo o INFARMED, a biodisponibilidade pode ser avaliada tendo como base
parametros farmacocinéticos que geralmente sio calculados a partir dos perfis de concentragao
plasmatica do farmaco ao longo do tempo. E um termo farmacocinético que descreve a velocidade e
extensio com que uma determinada substincia ativa é absorvida a partir de um medicamento,

tornando-se assim disponivel no local de a¢ao. [5]

1.3. Ibuprofeno

O ibuprofeno (IBU) ¢é vulgarmente utilizado em diferentes formula¢Ges, como um farmaco
anti-inflamatério ndo esteroide’ (AINE) [6]. O IBU (icido isobutilpropanoicofendlico, CizHisOs,
CAS 15687-27-1), ¢ um composto aromatico com a férmula estrutural apresentada na Figura 1.1,
que apresenta varios enantibmeros, sendo o mais importante o enantiomero (S)-ibuprofeno pois
apresenta atividade anti-inflamatoria, analgésica e antipirética, sendo o outro enantiomero (R)-

ibuprofeno inativo [7].

3'Tém a capacidade de controlar a inflamagao, combater a febre e tratar a dor.

5



CHj

H
CHs ©

o)
HsC

Figura 1.1 — Representacido da férmula estrutural do ibuprofeno. Retirado de Sigma-Aldrich.

O IBU foi desenvolvido como um farmaco alternativo a aspirina, tendo sido introduzido em
1969. Desconforto gastrico, nauseas e vomitos, sio os efeitos colaterais mais comuns apresentados
pela aspirina, ja o IBU apresenta uma maior atividade anti-inflamatéria, menor irritacdo gastrica e é
ainda um firmaco de acio mais prolongada, pelo que a dose diaria administrada pode ser menor. E

o AINE prescrito com maior frequéncia e mais utilizado [1,8].

O IBU tem sido amplamente utilizado no tratamento da artrite reumatéide, leve a moderada,
osteoartrite e colicas menstruais. Quando ingerido oralmente, o ibuprofeno pode causar irritagao,
nauseas, anorexia, sangramento gastrico e diarreia. Uma via alternativa de administracao por forma a
evitar ou minimizar estes efeitos secundarios é entao preferivel [9]. A via rectal é uma via alternativa,
uma vez que, a administragdo de farmacos através desta é util pois pode evitar lesdes hepaticas e a
degradacio de farmacos pelas enzimas gastricas. Este tipo de administracio ¢ especialmente
importante para criangas que tém dificuldade em engolir, tratamento geriatrico e pacientes que

apresentem ulceras pépticas [10].

Os supositorios sao entdo uma forma farmacéutica alternativa de dosagem adaptada para
aplicacao no reto, segundo a USP 35, na seccao <1151> Pharmacentical Dosage Forms. As bases dos
supositorios devem derreter, amolecer ou dissolver-se de forma a facilitar ou promover a libertagao
do farmaco de tal modo que esteja disponivel para absorcdo, pelo que as bases que contenham

gordura na sua composi¢ao devem derreter rapidamente a temperatura corporal [11].

Relativamente as propriedades fisico-quimicas, o ibuprofeno apresenta uma aparéncia branca
e baixa solubilidade em agua, pois apresenta um valor de 21 mg/L, a 25°C [12]. A solubilidade de
um composto representa a quantidade maxima de substancia que se consegue dissolver num
determinado volume de solucao aquosa a temperatura de 25.0°C, num sistema fechado. Outras

propriedades fisico-quimicas do ibuprofeno encontram-se apresentadas na Tabela 1.1 [2,13,14].



Tabela 1.1 — Propriedades fisico-quimicas do Ibuprofeno [2,13,14].

Formula Massa Molar

Substincia pKa log P log D (pH 7.4)
Quimica (g/mol)

Ibuprofeno Ci:Hi302 206.3 4.5 3.72 2.13

Relativamente ao coeficiente de particio octanol-agua, log P, este pode ser definido como a
distribuicao de espécies neutras entre a fase aquosa e a fase hidrofébica (1-octanol), enquanto o log
D pode ser definido como a distribuicdo de solutos ionizaveis entre a fase aquosa e a fase
hidrofébica a um determinado pH. No caso de solutos ionizaveis, o pH do meio de dissolugao e a
constante de ionizacdo sao dois dos fatores de que depende a solubilidade de um determinado
composto. Sendo que, o grau de ionizagao de um farmaco numa solu¢io depende da sua estrutura
molecular e do pH do meio de dissolugao. Este é dado pela equagao de Hendersen-Hasselback. O
pKa pode entao ser definido como o pH no qual 50% das moléculas do farmaco estao ionizadas e
50% na forma nao-ionizada, isto é a concentragdao da forma ionizada ¢ igual a da forma nio-ionizada
[15]. Entdo, se a molécula apresentar apenas um grupo ionizavel, quando pKa ¢ igual ao pH, a

concentracao de moléculas neutras e de moléculas ionizadas em solucdao é a mesma.

Como a solubilidade depende fortemente do pH da solu¢ao, a molécula de IBU pode ser
ionizada, isto é conhecendo o pH da solu¢iao e o pKa do farmaco é possivel estabelecer o grau de

ionizac¢ao da molécula [15].

1.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A técnica de HPLC ¢ uma das ferramentas mais tteis e poderosas da quimica analitica, que
permite separar, identificar e quantificar diferentes analitos com elevada resolucio, sensibilidade e
reprodutibilidade [16]. O que determina a separagao dos diferentes analitos é o equilibrio de particao
do analito entre a fase mével e a fase estacionaria ao longo do percurso da mistura através da coluna.
Os diferentes analitos da amostra passam através de uma fase estacionaria, com a qual tém
diferentes interacOes e afinidades, sendo arrastados com diferentes velocidades por uma fase mével,

o que leva a separagao das moléculas. As moléculas que apresentam uma interacao mais forte com a

7



fase estacionaria, movem-se mais lentamente através da coluna, pelo que ficam retidas mais tempo
nesta, ao contrario das moléculas que sio fracamente retidas pela fase estacionaria, que sio eluidas

em primeiro lugar [16].

Este tipo de cromatografia pode ser dividido em dois tipos: cromatografia de fase normal ou
fase reversa. Estas duas fases podem ser distinguidas com base nas polaridades da fase moével e da
fase estacionaria. Na cromatografia de fase normal (NPC), a fase mével € apolar e a fase estacionaria
¢ polar, pelo que o aumento da polaridade do analito leva a um aumento do tempo de elui¢ao. Na
RPC, o componente mais polar elui primeiro e o aumento da polaridade da fase mével aumenta o
tempo de eluicdo, uma vez que a fase movel é polar e a fase estacionaria é apolar [16,17]. Na RCP, as
fases estacionarias sao constituidas por grupos hidrofébicos, por exemplo, grupos octadecilo (Cis)
ligados quimicamente a silica. Entdo, os analitos apolares interagem mais fortemente com os grupos
hidrofébicos (Cis), pelo que os analitos mais polares eluem primeiramente. A RPC utiliza
normalmente como fase mével polar, uma mistura de metanol ou acetonitrilo com agua, este tipo de
cromatografia é o mais comum, sendo utilizado em mais de 70% das analises realizadas por HPLC

[18].

Na Figura 1.2 esta representado um esquema geral de um equipamento de HPLC composto
por um reservatorio de fase mével, um sistema de bomba, um injetor automatico, uma coluna

cromatografica, um detetor e um sistema de obtenc¢ao de dados (computador).

Coluna
- ' 4
Injetor automético [
. il |
.
I Sistema de obtengdo
. de dados
Reservatdrio =
de Fase Mdvel Amostra
Sistema de bomba Detetor

Residuos

Figura 1.2 — Esquema representativo dos constituintes de um sistema de HPLC. Adaptado de [16].



A fase moével que sai de um ou mais reservatérios passa na coluna com um determinado
fluxo com a ajuda do sistema de bomba. Durante o procedimento cromatografico, usualmente
recorre-se a misturas de solventes para promover condi¢oes mais seletivas na resolugao de misturas.
No que diz respeito a composi¢ao da fase mével durante o processo de eluicdo, a separagdo pode ser
efetuada em modo isocratico (composi¢ao constante) ou em gradiente (variacio controlada da
composicao do eluente) [19]. O injetor automatico introduz a amostra liquida na coluna, esta por sua
vez, faz a separagao dos componentes da amostra em estudo, dependendo da forga das interagoes
estabelecidas pelos componentes da amostra com a fase mével e a fase estacionaria. O detetor
permite registar um sinal temporal proporcional ao teor dos analitos entretanto resolvidos pela
coluna permitindo a quantificagdo dos componentes da amostra. O detetor envia um sinal ao
computador (sistema de obten¢ao de dados), originando um cromatograma que é a representagao

grafica da intensidade do sinal em func¢ao do tempo [15].

Um detetor ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas: ter alta sensibilidade, deve
apresentar a capacidade de detetar pequenas quantidades de amostra; o sinal deve manter uma
relacio linear com a concentracio da amostra; leitura continua e deve ser estavel, isto é, insensivel a

variagOes de temperatura e de fluxo no caso de elui¢does com gradiente. [20]

Os detetores mais utilizados em HPLC sido os detetores de luz ultravioleta e detetores DAD.
Existem dois tipos de detetores de luz ultravioleta, os detetores com comprimento de onda variavel
que tém uma aplicagao mais variada e sensivel e cobrem uma faixa de 190 a 800 nm e os detetores
denominados fotométricos que operam num comprimento de onda fixo de 254 nm e 280 nm, isto &,
funcionam apenas a um ou dois comprimentos de onda. O principio dos detetores DAD ¢ baseado
na absor¢ao de luz ultravioleta ou visivel, sendo que estes apresentam diferentes sensibilidades para
diferentes comprimentos de onda, logo é necessario definir a zona do espectro a que se vai
trabalhar. Estes detetores permitem entido que a absorvancia de uma amostra seja determinada de

modo simultineo em todos os comprimentos de onda. [20]



1.5. Validagao de um método analitico

Os métodos analiticos validados desempenham um papel importante na realizagio de
qualquer medicdo analitica, tendo como objetivo a obtengdo de dados confiaveis, precisos e

coerentes [21].

A validagao de métodos de ensaio e de teste ¢ um tema muito diversificado, em especial no
que diz respeito a industria farmacéutica. Enquanto nao foi possivel estabelecer uma base comum de
entendimento acerca dos requisitos regulamentares para a validagio de métodos estes eram
frequentemente divulgados e sucessivamente alterados na literatura dando origem a dificuldades de
entendimento. Entdo a fim de harmonizar as exigéncias para o registo de novos farmacos entre a
Europa, os Estados Unidos da América e Japao, foi iniciada em 1990 a Conferéncia Internacional
sobre a Harmonizagao (ICH) de requisitos técnicos para o registro de produtos farmacéuticos para o
uso humano. Esta foi introduzida como um férum para um dialogo construtivo entre a industria e as

autoridades reguladoras [22].

Atendendo ao tipo de garantia que se pretende obter em relaciao aos produtos farmacéuticos,
existem diferentes tipos de teste e de ensaio, cada um deles com especificagdes proprias. Assim, seria
também de esperar que estes métodos nao se tratem de modo similar, a luz da validagao. Na tabela
1.2 encontram-se sistematizados os tipos de ensaio realizados na industria farmacéutica e os

respetivos parametros de validagao que devem ser verificados.
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Tabela 1.2 - Procedimentos necessarios para a valida¢do de um método analitico de acordo com a ICH [23].

Tipos de procedimento analitico

Teste de impurezas Doseamento
Caracteristicas Identificagido
Quantificacao Limite Dissolucio

Exatidao - + - +
Precisao

Repetibilidade - + - +

Precisido Intermédia - + (1) - + (1)
Especificidade (2) + + + +
Limite de Detecao - -(3) + _
Limite de Quantificagao - + - -
Linearidade - + - +
Gama de trabalho - + - +

(-) Caracteristica normalmente nio avaliada; (+) Caracteristica normalmente avaliada; (1) Nos casos em que a
reprodutibilidade foi realizada, ndo ¢é necessario verificar a precisdo intermédia; (2) A falta de especificidade de um
procedimento analitico pode ser compensada por apoio de outro(s) procedimento(s) analitico(s); (3) Pode ser necessario

em alguns casos.

Atendendo a tabela 1.2, o grau de revalidacdo depende do tipo de método bem como do tipo
de alteracdo introduzida. Assim, sempre que se efetuar uma alteracao no método analitico e nao so

bl

os respetivos parametros criticos de valida¢ao devem ser verificados [24].

Dado que o método de avaliagio da formulacdo de ibuprofeno se trata de um método de

doseamento (dissolugao do API), na tabela 1.2 observam-se os parimetros a avaliar.

A especificidade possui a capacidade de responder apenas a um analito de interesse presente
numa mistura complexa, niao existindo interferentes no método. Ja a seletividade avalia a capacidade
de um método identificar um analito e um nimero restrito de interferentes presentes na matriz,
como por exemplo, no caso de uma forma farmacéutica podem ser impurezas, produtos de

degradacio e excipientes [25].

A linearidade da resposta analitica pode ser definida como a capacidade do método analitico
(dentro de uma determinada gama de trabalho) produzir um sinal que seja diretamente proporcional
a concentracao do analito na amostra. O intervalo de concentra¢des na qual o analito pode ser

determinado com boa linearidade, precisio e exatidao corresponde a gama de trabalho [22].
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A precisao segundo o Guia Relacre “¢é um parametro que avalia a dispersio dos resultados
obtidos em ensaios independentes, repetidos sobre a2 mesma amostra/padrio ou amostras/padrdes

semelhantes em condicSes definidas™ [26].

Segundo o Guia Relacre e o ICH, a precisao pode ser avaliada a trés niveis distintos: a
repetibilidade que expressa a precisio de um método analitico efetuado nas mesmas condi¢bes de
trabalho durante um curto intervalo de tempo, como por exemplo, mesmo analista, equipamento e
laboratério; a reprodutibilidade que é expressa através da precisao de um método analitico efetuado
entre diferentes laboratérios, equipamentos, dias e analistas; e a precisao intermédia que exprime
variagdes dentro de um dado laboratério (dias diferentes, analistas diferentes e equipamentos

diferentes) [22, 25, 20].

A ICH define exatidio de um método analitico como “a concordancia entre um valor obtido
pelo método de analise e o valor de referéncia normalmente aceite como verdadeiro”. A exatidao
pode ser demonstrada pelas diferentes abordagens: recuperagdo do principio ativo adicionado a
placebo ou medicamento (para medicamentos), recupera¢ao da impureza adicionada ao firmaco

(para impurezas), entre outras [22].

A robustez de um método analitico permite avaliar a capacidade deste em se manter coerente
apesar das alteragdes introduzidas de modo deliberado. Os fatores avaliados neste paraimetro siao
geralmente a estabilidade de solugbes e as condi¢es experimentais do equipamento utilizado. A
estabilidade de solucbes ¢ efetuada por forma a estabelecer as condi¢des de armazenamento e o
tempo durante o qual estas solucbes se mantém inalteradas. Se o método se revelar praticamente
insensivel a pequenas vatriagoes que possam ocotrer a quando a sua execuc¢do, pode afirmar-se que o

método ¢é robusto [26].

1.6. Teste de Dissolugao

Um teste de dissolu¢ao é uma ferramenta 7 vitro que fornece informagoes importantes sobre
a similaridade de libertacio de um farmaco entre diferentes lotes e marcas [27]. Estes testes foram
desenvolvidos devido a necessidade de apurar a biodisponibilidade, bioequivaléncia e o desempenho
in vivo dos medicamentos, por forma a avaliar a qualidade destes [28]. Foram desenvolvidos numa

primeira fase por forma a quantificar a extensao de libertagao do fairmaco a partir de formas soélidas
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de dosagem oral, tais como, comprimidos e capsulas, posteriormente, comegou a testar-se a
libertagao de farmacos de formas farmacéuticas, como supositorios, aerossois, semi-solidos, entre

outras [29].

Neste ensaio analitico sao submetidas unidades individuais de uma forma farmacéutica a um
determinado conjunto de condi¢bes previamente estabelecidas, permitindo a determinagao da
velocidade de dissolugdao do farmaco em meio aquoso e da quantidade total de farmaco capaz de se

dissolver no meio de dissolugao [30].

Os testes de dissolucdo podem ser utilizados para a avaliacdo das caracteristicas da substancia
ativa, comparagao de diferentes excipientes na formula¢ao, durante o desenvolvimento do farmaco,
comparagao do perfil de dissolugdo dos produtos genéricos e novas formulagoes, avaliagio da
estabilidade e de alteragcbes na composi¢io da formula¢io do medicamento, do local e volume de

produgao e também na minimiza¢ao da necessidade de estudos de bioequivaléncia [30].

1.6.1. Desenvolvimento de um Teste de Dissolugao

O desenvolvimento de um método de dissolugao envolve diferentes etapas, nomeadamente:
a escolha do meio, do aparelho de dissolugdo e a especificagao de dissolugdo. Todas estas etapas
devem ser escolhidas apropriadamente para que o método seja reprodutivel por forma a ser utilizado

no dia-a-dia do laboratério [31,32].

Numa primeira fase do desenvolvimento do método de dissolugao deve ser selecionado o
meio de dissolugdo mais adequado tendo em conta as propriedades fisicas e quimicas da substancia
ativa, como por exemplo, a solubilidade desta [25,32]. O mecanismo de libertacio do farmaco
(imediata ou modificada), presen¢a de produtos que permitam melhorar a solubilidade, tais como

surfactantes e excipientes sio outras propriedades dos medicamentos a ter em conta.

Segundo a USP na seccio <1092>, The Dissolution Procedure: Development and 1 alidation, os
meios de dissolu¢do mais comuns sao: acido cloridrico diluido, tampdes (fosfato ou acetato)
compreendidos no pH fisiolégico de 1.2 a 7.5 e agua. Sendo que, para fairmacos pouco solaveis,
podem ser adicionados surfactantes (polisorbato 80 ou dodecil sulfato de sédio) a solu¢do aquosa

(solugdes tampao), por forma a aumentar a solubilidade destes [25,32].
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Para a escolha do meio de dissolugdo ¢é necessario ter em conta que o pH dos fluidos
biolégicos apresenta uma grande varia¢ao ao longo do trato gastrointestinal. Essas varia¢gdes podem

ser observadas na Tabela 1.3.

Tabela 1.3 — Valores médios de pH a0 longo do Trato Gastrointestinal em Humanos em Jejum/Ap6s

alimentacao [33].

Localizagdo pH médio
Estémago 1.3/4.9
Duodeno 6.5/5.4

Jejuno 6.6/5.2-6.0
fleo 7.4/7.5

Como os supositérios administrados através da via retal sio colocados em contacto com a
mucosa rectal cujo ambiente apresenta normalmente um valor de pH préximo de 7.4, o pH mais
indicado para o meio de dissolugao seria o pH 7.4 [7]. O volume do meio de dissolugdao pode variar,
em média, entre 500-1000 mL, sendo 900 mL o volume mais comum. O volume do meio depende
da solubilidade da substancia e das condigoes sink, estas condigdes sio tidas em consideragao, para
evitar a saturacio do firmaco no meio de dissolu¢io e melhorar a velocidade de dissolu¢ao das
particulas do farmaco. Estas condi¢cbes impedem que a concentragao do firmaco no meio de
dissolugdo se aproxime da concentragdo de saturagao evitando assim uma velocidade de dissolugio
constante [34]. A USP define condicbes sink como “o volume do meio de dissolucdo trés vezes
superior a0 necessario para criar uma solu¢ao saturada do farmaco”. A composi¢dao e o volume do

meio de dissolucdo sao entao selecionados tendo em conta estas condi¢oes [35].

Relativamente a temperatura, esta deve ser mantida a 37£0.5 °C com o objetivo de simular a

temperatura corporal [25,32].

A sele¢ao do equipamento a ser utilizado num ensaio de dissolugdo é baseada no tipo de
dosagem farmacéutica [25]. Os aparelhos de dissolug¢ao mais utilizados para avaliar a dissolugao de
diversas formas farmacéuticas sao os métodos do cesto de rede e da pa giratéria. O aparelho com
cesto de rede funciona da mesma forma que o aparelho com pa giratoria [36]. Sendo que, para o
aparelho com pa giratéria é recomendada uma velocidade de agitacio de 50-75 rpm. Na Figura 1.3,

estao apresentados os métodos do cesto de rede e da pa giratoria.
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Figura 1.3 — Representacio do aparelho de dissolugdo com cesto de rede do lado esquerdo e do lado
direito, Pa Giratéria. Adaptado de [37].

O aparelho de dissolugao é constituido por copos (recipientes cilindricos) de vidro que se
encontram imersos num banho de agua. Os copos estao tapados por forma a evitar a evaporagao do
meio de dissolugdo, sendo que a tampa apresenta orificios que permitem a passagem do eixo do
agitador, a introdugdo de termémetros e de dispositivos para a recolha das amostras, caso a recolha
seja manual. A parte superior do eixo da pa esta ligada a um motor que controla a rotagao do
agitador e as pas sio colocadas na extremidade inferior do eixo. Para algumas formas farmacéuticas

que possam flutuar na superficie do meio sdo necessarios imersores, figura 1.4 (Sinkers) [25].

AN

WY

Figura 1.4 — Imersores (Sinkers).

Para que as particulas nao dissolvidas da substancia ativa ou de excipientes insoluveis que
possam causar turbidez na solu¢ao nao influenciem os resultados finais, devem ser utilizados filtros
durante os testes de dissolugdao que nio libertem particulas para a solu¢ao nem absorvam o farmaco,

isto ¢, filtros inertes [34].
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Relativamente, a especificacao de dissolugdo, esta é expressa em termos de quantidade (Q)
da substancia ativa que deve estar dissolvida num determinado tempo, sendo que o limite de
especificagao deve ser escolhido de forma a permitir discriminar entre lotes aceitaveis e nao
aceitaveis do mesmo produto. Neste sentido, é necessario desenvolver um método que permita
demonstrar este poder discriminatério lote a lote, bem como caracterizar a formulagao final
enquanto medicamento de libertacao imediata. A especificagao do ensaio de dissolu¢do sera entiao
estabelecida apds testar varias condicoes de dissolugdo, sabendo que, para medicamentos de
libertagao imediata, o valor de Q deve ser definido no intervalo entre 75-85% e que para um ensaio
de dissolugao com 6 unidades de produto, o critério de aceitagdo nao deve ser menor que Q + 5%.

[25,38].

Para controlo de rotina do medicamento, a FDA recomenda para medicamentos de
libertagao imediata, a especificacio de mais que um ponto temporal, no caso de o farmaco ser pouco
soluvel em 4gua ou caso este tenha uma dissolugao lenta. Se o medicamento for de rapida
dissolu¢dao, um unico ponto temporal pode ser suficiente para a avaliagio de cada lote [30]. No
entanto, no caso de desenvolvimento de um método, ¢ necessiria a comparacao de perfis de
dissolucdo, pelo que tem de se recolher varias amostras ao longo do tempo, de forma a permitir

calcular a velocidade a que a substancia ativa é libertada a partir da forma farmacéutica para o meio
[25].

Dependendo do comportamento do farmaco, a especificagao de medicamentos de libertacao
imediata pode ser estabelecida de diferentes maneiras: para farmacos pouco soluveis em agua que se
dissolvem mais lentamente, ¢ recomendado ter dois pontos de especificagao, um ponto aos 15
minutos e um outro ponto aos 30, 45 ou 60 minutos para conseguir assegurar que 85% do farmaco
se encontra dissolvido. Desta forma, é permitida uma melhor monitorizacio da qualidade do
medicamento. Para farmacos de dissolu¢do mais rapida, um tunico ponto de especificagdo ¢é
suficiente para os testes de controlo da qualidade de rotina. No caso de a dissolu¢ao ser menor ou
igual a 85% apds 45 minutos, deve ser especificado se possivel um minimo de Q=75% apds 45

minutos para um controlo de qualidade de rotina [25,38].

Apbs o desenvolvimento do método de dissolugdo e com base nos resultados obtidos foi
estabelecida uma especificagao de dissolucao Q=75%, isto ¢, 80% da substancia ativa deve estar
dissolvida ao fim de 45 minutos, para seis unidades de medicamento. Adicionalmente, foi também

demonstrado que a formulagdo em estudo se trata de um medicamento de libertagao imediata.
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O método de dissolugao ideal deve fornecer um perfil com pontos adequados abaixo de
85% de quantidade dissolvida e apresentar poder suficiente para detetar mudangas nos atributos que
possam afetar o mecanismo de libertagio. O poder discriminatério pode ser testado alterando
propositadamente a formulacao do medicamento em causa ou o processo de dissolucdo, sendo o
objetivo final entender os mecanismos de libertagao e determinar se o método de dissolugao pode

apresentar mudangas tendo em conta as alteragoes efetuadas no medicamento [3,39].

Relativamente as alteragoes a efetuar na formulacio do medicamento em causa, podem ser
alteradas as caracteristicas do API (por exemplo, tamanho da particula), a composi¢io do produto
farmacéutico (por exemplo, excipientes), o processo de fabrico do medicamento e condi¢des de
armazenamento/estabilidade (por exemplo, temperatura e humidade). J4 o processo de dissolucio
pode ser avaliado através da variagao da velocidade de agitagio do aparelho de dissolugao (efeito

hidrodinamico da velocidade de dissolucao) [3,39].

Alguns excipientes* permitem uma melhor absor¢io do medicamento, aumento da
estabilidade do medicamento e possuem capacidade de interagio com a substancia ativa da
formulagao, promovendo ou nio uma melhor dissolugao do medicamento nos fluidos corporais,
podendo ajudar na lubrificagao, fluidez, solubilizagao, dispersao e atividade antimicrobiana [40,41].
Em formulag¢bes que contém farmacos hidrofébicos ou pouco soluveis em meio aquoso, podem ser
adicionados surfactantes’, por forma a aumentar a sua dissolucio através da diminui¢io da tensdo
superficial entre as particulas do firmaco e o meio de dissolucio.

Neste projeto foi adicionado um surfactante aos supositérios por forma a aumentar a sua
solubilidade [42], uma vez que de acordo com o Sistema de Classificacio Biofarmaceéutica, o IBU ¢
classificado como um farmaco de classe II. Um farmaco de classe II apresenta baixa solubilidade e
elevada permeabilidade. A elevada permeabilidade é definida como a absor¢ao humana de 90% ou
mais da dose administrada ao paciente [3].

Acima da concentracao micelar critica (CMC), as moléculas de surfactante formam micelas.
Estas sao agregados moleculares que possuem um interior hidrofébico e uma superficie hidrofilica,
o seu interior proporciona um ambiente favoravel para moléculas hidrofébicas, conduzindo a
solubilizagao, isto ¢, um aumento significativo da solubilidade de moléculas pouco soluveis devido a

sua incorporagao em micelas [42].

4Todos os componentes adicionados com excec¢do da substincia ativa, nio apresentam propriedades medicinais.
5> Molécula que apresenta uma cabeca polar (hidrofilica) e uma cauda apolar (hidrofébica).
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A natureza do grupo polar permite classificar os surfactantes em quatro categorias: nao
i6nicos, anfotéricos, anidnicos e catibnicos. Os surfactantes nao idnicos nao apresentam nenhuma
carga na sua parte polar, ja os anfotéricos podem apresentar cargas negativas ou positivas
dependendo da solu¢io onde sio colocadas. Os surfactantes anidnicos apresentam na sua parte

polar cargas negativas e os cationicos apresentam cargas positivas [41,43].

Na Figura 1.5 temos representado um surfactante ndo iénico, o polisorbato 80, utilizado na

formulacio em estudo.

0
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Figura 1.5 — Representacio da molécula de polisorbato 80 (Tween 80).
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Experimental

2.1.

2.2.

Reagentes

Tabela 2.1 — Reagentes utilizados nos diferentes procedimentos analiticos.

Reagente Fornecedor

Agua ultra purificada Millipore

Acetonitrilo 299.9% Honeywell Riedel-de Raén ™
Acido fosférico 85% PanReac Applichem
Dihidrogenofosfato de potassio =~ PanReac Applichem

Cloreto de potassio 99.5% Chem-Lab

Acido acético glacial 99.8% Carlo Erba Reagents
Acetato de so6dio trihidratado PanReac Applichem

Acido cloridrico a 37% Chem-Lab

Hidréxido de so6dio em pellets Eka

Ibuprofeno CRS 100% EDQM
Ibuprofeno PS 99.65% IOL Chemicals
Equipamentos

Placa de agitagao magnética;

Aparelho de Dissolucao da Sotax composto por sistema de Dissolu¢ao Automatico (modelo
AT 7 Smart), sistema de bomba (modelo CY-7-50) e coletor de fragoes (modelo C613).
Balanga analitica com precisio = 0.01 mg da Mettler Toledo modelo XP205DR;

Banho Maria da GRANT, modelo GR150-S18;

Micropipetas 1 mL (£ 8 uL)) e 5 mL (& 40 ul) da Eppendorf;

Filtros de seringa PTFE VWR, 25 mm e 0.45 pm de porosidade;
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o Filtros de Dissolucao Frisenette, Glass Fiber Filter Grade GD, 25 mm e 2.7 um de
porosidade;

o Medidor pH da Mettler Toledo, modelo SevenMultiS40;

o Coluna cromatografica: LichroCART®, 150 — 4.6 mm RP18 (5 um);

o Pré-coluna cromatografica: RP-18 (5 pm) da Merck;

o Equipamentos de cromatografia liquida de alta eficiéncia:

—  Waters: modelo (bomba, forno e auto injetor) Aliance 2695, detetor DAD, modelo
2998;

— Merck Hitachi: modelo Lachrom Elite, bomba L.-2130, auto injetor L.-2200, detetor
DAD 1.-2455, forno 1.-2300;

— Merck Hitachi: modelo Chromaster, bomba CM5110, auto injetor CM5210, detetor
UV-VIS CM5430, forno CM5310.

2.3. Solubilidade

Como o ibuprofeno possui um grupo ionizavel (grupo carboxilico), é de esperar que a
solubilidade em meio aquoso dependa nao s6 da solubilidade intrinseca do composto nio ionizado
(S¢) como também da solubilidade intrinseca da forma ionizada (Sipm)) sendo expectavel obter um

maximo de solubilidade em meios aquosos com valores de pH maiores.
Entdo, a solubilidade total (Sr) pode ser descrita sob a forma de

ST = (1 — a) X So + a X Sl(‘pH) (21)

Onde (1 — a) corresponde a fracao da espécie neutra e @ corresponde a fracio de espécie

ionizada.

Sendo que a solubilidade devida a ionizagao esta relacionada com o pH do meio através da

equagao 2.2

s S X kg
1(pH) — [H*] + k, 2.2)

22



Aplicando esta equagio aos dados obtidos ¢ possivel estimar a solubilidade limite (Sg) ¢ a
fracdo de solubilidade devida a ionizagdo da molécula de ibuprofeno (S7), mas também avaliar a

constante de ionizacio do ibuprofeno (k).

Cada supositorio de ibuprofeno contém 75 mg de substancia ativa (API), massa estearinica e

polisorbato 80 (surfactante nio i6nico).

2.3.1. Preparagio das Solugdes para o ensaio de solubilidade

Para o ensaio de solubilidade da substancia ativa ibuprofeno, foram preparadas cinco meios
de dissolucdo diferentes: HCL pH 1.2, tampao acetato (pH 4.5), tampao acetato (pH 5.2), tampao
fosfato (pH 6.8) e tampao fosfato (pH 7.4). Os meios de dissolugao foram preparados de acordo

com a USP, conforme descrito de seguida:

e HCI pH 1.2: Para um balao de 1000 mL, retirar 250 mL de solugao cloreto de potassio 0.2
M e adicionar 425 mL de solucdo de 4cido cloridrico 0.2M. Diluir e perfazer volume com

agua destilada. Agitar bem e verificar pH. ([KCI]=85.0 mM; [HCI]=50.0 mM)

e Tampio Acetato, pH 4.5: Num balao de 1000 mL, dissolver 2.99 g de acetato de sédio

trihidratado em agua destilada e adicionar 14.0 mL de solugao de acido acético 2M. Diluir e
perfazer volume com agua destilada e verificar pH. ([CH;COOHNa.3H,O]=22.0 mM;
[CH;COOH]=28.0 mM)

e Tampido Acetato, pH 5.2: Num balao de 1000 mL, dissolver 5.23 g de acetato de sédio

trihidratado em 4gua destilada e adicionar 5.8 mL de solucao de acido acético 2M. Diluir e
perfazer volume com agua destilada e verificar pH. ([CH;COOHNa.3H,O]=38.4 mM;
[CH;COOH]=28.0 mM)

e Tampio Fosfato, pH 6.8: Para balio de 1000 mL, retirar 250 mL de solu¢do fosfato de

potassio monobasico 0.2M e adicionar 112 mL de solu¢ao hidréxido de sédio 0.2M. Diluir e

perfazer volume com agua destilada e verificar pH. ([KH,PO4=50.0 mM; [NaOH]=22.4
mM)

e Tampio Fosfato, pH 7.4: Colocar 250 mL de uma solugao de fosfato de potassio

monobasico 0.2 M num balio volumétrico de 1000 ml. e adicionar 195.5 ml. de uma
solucao hidréxido de sédio 0.2 M. Diluir e perfazer volume com agua destilada e verificar

pH. ([KH,PO.]=50.0 mM; [NaOH]=39.1 mM)
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e DPreparacdo das Solucdes para os diferentes meios de dissolucio:

Solucao de cloreto de potassio 0.2 M: pesar aproximadamente 14.91 g de cloreto de potassio

99.5% para um balao volumétrico de 1000 mI.. Adicionar cerca de 900 mL de 4gua purificada e levar
a agitar com um agitador magnético até completa dissolucdo. Retirar agitador magnético e perfazer

volume com o mesmo solvente.

Solucio de acido cloridrico 0.2 M: diluir 16.6 mL de acido cloridrico a 37% para um baldo de

1000 mL com cerca de 40% do volume final de agua purificada, deixar arrefecer. Posteriormente,

perfazer o volume com o mesmo solvente e levar a agitar com um agitador magnético.

Solucio de acido acético 2M: diluir 144 ml. de acido acético para um balio de 1000 mL. com

cerca de 40% do volume final de agua purificada, deixar arrefecer. Posteriormente, perfazer o

volume com o mesmo solvente e levar a agitar com um agitador magnético.

Solucio de Fosfato de Potassio 0.2 M: pesar aproximadamente 27.22 g de

dihidrogenofosfato de potassio para um balao volumétrico de 1000 mL. Adicionar cerca de 900 mL
de agua purificada e agitar bem até completa dissolugao. Perfazer o volume com o mesmo solvente e

levar a agitar novamente numa placa de agitagao.

Solucdo de Hidréxido de Sédio 0.2 M: pesar aproxidamente 7.9 g de hidréoxido de sédio em

pellets para baldo de 1000 mL. Adicionar cerca de 900 mL de 4agua purificada e agitar até completa

dissolucdo. Perfazer com mesmo solvente e levar a agitar novamente.

Um excesso de ibuprofeno (1g) é colocado em 50 mL de cada um dos meios de dissolugao
em estudo ficando em agitagio com um agitador magnético durante 24 h, a temperatura ambiente
(22°C). As solugoes antes de serem analisadas ficaram em repouso durante 30min, posteriormente,
foi realizada uma dilui¢ao de ImL da solugdo mae para um baldo de 10 mL com o respetivo meio de

dissolugao. A quantidade de ibuprofeno foi determinada através da técnica de HPLC.
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2.4. Condigdes cromatograficas para o doseamento do ibuprofeno

As condigbes cromatograficas para o doseamento da substancia ativa, nos diversos ensaios

de dissolucio, solubilidade e validacao do método encontram-se descritas na Tabela 2.2:

Tabela 2.2 - Condi¢bes Experimentais para o doseamento da substancia ativa nos diferentes ensaios.

Parametros Condigoes

Coluna LichroCART® RP-18, 150 nm X 4.6 mm; 5um
Fluxo 2 mL /min

Volume de injecao 20 plL

Fase Movel Solugao A: Solucio B (60:40) (v/v)
Temperatura da coluna 40 °C

Temperatura do auto injetor 20°C

Comprimento de onda (UV) 214 nm

Tempo de analise 22 minutos

Preparacao da Fase Moével para o HPLC: Mistura na propor¢ao 60:40 (Solugao A:Solucio B)

1. Solucio A: pipetar 0.8 mL de acido orto-fosférico 85% para um baldao de 1000 mlL.
Perfazer o volume com agua purificada e colocar a agitar numa placa de agitacao.

2. Solugao B: Acetonitrilo.

As fases moveis utilizadas para o doseamento do ibuprofeno sao filtradas através de filtro de

membrana de celulose de 47 mm de diametro e 0.45 um de porosidade e desgaseificadas sob vacuo.

Todos os dados obtidos através do equipamento de HPLC foram processados recorrendo ao

software Empower.
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2.5. Ensaio de Dissolucio

Os ensaios de dissolucao foram realizados de acordo com critérios da USP 36, sec¢io
<1092> The Dissolution Procedure: Development and 1 alidation. [44] Na fase de desenvolvimento do
método de dissolucao foram testadas alteragcoes deliberadas a formulagdo por forma a avaliar o
poder discriminatério, sendo o objetivo o desenvolvimento de um método que melhor discrimine

entre lotes.

Para cada ensaio de dissolucdo, foram submetidas 6 unidades de produto, individualmente, a
um determinado conjunto de condigdes previamente definidas. As condigoes experimentais de

referéncia dos ensaios de dissoluciao encontram-se descritas na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - CondicOes experimentais de referéncia dos ensaios de Dissolucio.

Aparelho 2, Pas
Meio de Dissolugdo Tampao Fosfato pH 7.4, USP

Volume do meio 900 mL

Velocidade Rotagao 50 rpm

Temperatura 37£0.5°C

Tempo 120 minutos

Tempos de Recolha 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 ¢ 120 minutos

Por forma a verificar se o método apresenta poder suficiente de detetar mudangas nos
atributos do medicamento, foram efetuadas altera¢des na quantidade de polisorbato 80 presente na
formulagio, alteraces na velocidade de agitagao do equipamento de dissolu¢dao e nas condigdes de
estabilidade do medicamento. A formula¢ao inicial contém 1% de polisorbato 80, nas alteracOes
realizadas a formulag¢ao inicial foi retirado o polisorbato 80, aumentou-se o tamanho da particula de
IBU, diminuiu-se a massa de supositério e também foi alterada a quantidade de polisorbato 80 para
0.25%, 0.5% e 2.5%. Relativamente a velocidade de agitagao foi testada uma velocidade de agitagao
mais baixa (25 rpm) que a velocidade de agitacao das condi¢oes de referéncia e uma velocidade de
agitacdo mais elevada (75 rpm). Para testar as condi¢oes de estabilidade do medicamento, o mesmo

lote foi colocado numa estufa a 60°C durante 2 dias e num frigorifico a +5°C durante 4 dias. As
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diferentes alteracoes efetuadas por forma a verificar que o método ¢ discriminatorio encontram-se

na tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Diferentes lotes e alteracoes efetuadas.

Lote Alteragao
Lote referéncia Lote piloto com 1% Polisorbato 80
Lote Al Lote industrial com 1% Polisorbato 80
Lote A2 Lote industrial com 1% Polisorbato 80
Alteragio A Sem polisorbato 80
Alteragiao B Tamanho particula API (sem polisorbato 80)
Alteragao C Menor quantidade de massa (sem polisorbato 80)
Alteragao D 0.25% Polisorbato 80
Alteragdao E 0.5% Polisorbato 80
Alteragao F 2.5% Polisorbato 80
Lote Ref. 5°C Lote colocado a 5°C
Lote Ref. 60°C Lote colocado a 60°C
Lote Ref. 25 rpm Ensaio realizado a 25 rpm
Lote Ref. 75 rpm Ensaio realizado a 75 rpm

2.5.1. Preparagdo das Solugdes Padriao e Amostra

e Solucao Padrio a 100 %: Pesar rigorosamente 17.00 mg de padrio Ibuprofeno para um
balao volumétrico de 200 ml.. Adicionar 2 ml. de acetonitrilo e cerca de 180 mI. de meio de
dissolucdo. Levar a agitar até completa dissolugao e perfazer o volume com o meio de

dissolugdo, agitando bem manualmente.

e Solucio Amostra: colocar 900 mL de meio de dissolu¢ao em cada um dos copos do

equipamento de dissolu¢ao. Ligar o equipamento e aguardar que a temperatura atinja os

37£0.5 °C. De seguida colocar os filtros de dissolucio no dissultor e os supositétios em

imersores (sinkers), por forma a evitar a flutuagao destes no meio de dissolugao. Por fim,

colocar um supositério em cada copo e o aparelho a funcionar a velocidade de rotacao

definida.

Por forma a avaliar a compatibilidade de filtros, a mesma amostra foi filtrada com diferentes
filtros de seringa de membrana de polipropileno (PP), Nylon e politetrafluoretileno (PTFE) com
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0.45 um de porosidade 25 mm de diametro; e fluoreto de polivinilideno (PVDF) com 0.2 pm de

porosidade e 25 mm de diametro.

O coletor de fragdes faz uma recolha automatica de 15 mL de solu¢ao amostra de cada copo
de dissolugao ao fim de cada tempo de recolha especificado na Tabela 2.3. Posteriormente, as
amostras sao retiradas do coletor de fra¢Ses e sao filtradas através de filtros de seringa de membrana
de politetrafluoretileno (PTFE) que apresentam 0.45 um de porosidade e 25 mm de diametro, para
um frasco (vial) de HPLC de 2 mL. Os frascos que contém as amostras e as solu¢oes padrio sao
colocadas no auto-injetor do equipamento de HPLC e sio analisadas de acordo com as condi¢bes

cromatograficas descritas na Tabela 2.2.

2.6. Validag¢iao do método analitico

A valida¢ao do método analitico para a quantificagao do ibuprofeno nos diferentes ensaios
de dissolugdo teve em consideragiao os seguintes parametros: especificidade, linearidade e gama de
trabalho, precisao (repetibilidade e precisio intermédia), exatiddo, e robustez. As concentragdes de
trabalho foram calculadas tendo em conta a especificacao de dissolucao estabelecida a ser utilizada

nos testes de controlo de qualidade de rotina.

2.6.1. Preparagio das Solugdes para a Validagiao do Método

Preparar a solu¢io padrio 100 %, com uma concentracio de 85.0 ug/mlL, conforme desctito
no topico 2.5.1. Para a solu¢ao amostra, pesar aproxidamente 202 mg de placebo sem ibuprofeno e
adicionar a respetiva quantidade de ibuprofeno para obter a concentragao final pretendida. Na tabela
2.5 estdo apresentadas as quantidades de ibuprofeno e de placebo a pesar e as concentragdes
necessarias para obter 40%, 80% e 120% da recuperagao esperada. As amostras sio preparadas em
meio de dissolu¢do pH 7.4. Posteriormente sao colocadas num banho a 37°C e com agitacio durante
30-45 minutos até dissolver. A solu¢io amostra ¢ filtrada com filtros de membrana PTFE e colocada
em frascos de HPLC para a realiza¢do da analise de acordo com as condi¢bes cromatograficas

descritas na tabela 2.2.
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Tabela 2.5 — Quantidade a pesar e concentra¢oes das amostras a preparar ao longo da valida¢do do método.

Recuperagio Quantidade de Quantidade de Concentragio
Esperada (%) Placebo (mg) Ibuprofeno (mg) Final (ug/mL)
40 209 0.7 33.3
80 202 13.3 66.7
120 196 20.0 100.0

2.6.2. Linearidade e Gama de trabalho

Para a gama de trabalho foi realizado um padrio de ibuprofeno de concentragao 500.0
ug/ml, do qual se fizeram dilui¢des por forma a obter as seguintes concentracoes: 10.0; 33.3; 50.0;

606.7; 83.3; 100.0; 250.0 e 500.0 ng/mlL.

Através da analise estatistica, a linearidade pode ser verificada recorrendo ao teste de
Mandel®. Graficamente a linearidade pode ser comprovada através do coeficiente de determinagio
(R® da reta de calibracio, que reflete o grau de correlagio entre as varidveis X e Y, concentragio e
resposta, respetivamente. Se o valor de R* for superior a 0.999 o resultado considera-se conforme
[46]. As trés fases mais importantes da calibragio para a obtencdo de uma curva de calibragio

correta sao:

1. Representatividade dos valores na curva de calibragao (homogeneidade da variancia);
2. Escolha do modelo de calibracdo (polinémio de primeiro grau ou de segundo grau);

3. Detecdo de ontliers” através da regressio robusta.

Em primeiro lugar, avalia-se entdo a homogencidade da variancia através do Teste de Fisher
(F) onde se comparam as variancias nos extremos do intervalo da gama analitica. O valor

experimental (TV) ¢ calculado através da equacio 2.3.

TV="2=>1 2.3)

6 Permite a detecao de eventuais outliers.
" Valores discrepantes que se afastam dos valores previstos pelo modelo.
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Neste teste de homogeneidade da variancia assume-se como hipotese nula a auséncia de
diferencas entre as variancias. Se estivermos perante um caso de heterogeneidade, a hipotese
alternativa ¢ aceite, existindo diferencas significativas entre as variancias. O valor experimental nao
deve exceder o valor critico previsto pela distribuicdo de Fisher bilateral referente ao nivel de
significancia de 0.01 e a n-1 graus de liberdade do numerador e do denominador. Se o valor de teste
obtido for menor que o valor critico conclui-se que existe homogeneidade da variancia, pelo que se
pode utilizar o modelo de regressio linear mais simples, a regressao robusta. Caso o valor de teste
exceda o valor critico, rejeita-se a hipotese nula e escolhe-se um modelo de regressio linear

ponderada.

Para realizar o ajuste que permite construir a curva de calibracdo, tem de se decidir qual dos
modelos P01 (polinémio de primeiro grau) ou P012 (polinémio de segundo grau) é o mais
adequado, verificando se os parametros que lhes estdo associados assumem significado estatistico.
Isto pode ser verificado, através do céalculo das respetivas somas de residuos quadrados para cada
um deles. Para averiguar se o aumento na variancia do ajuste causada pela eliminagdo de um

parametro é comparavel a variancia aleatoria “pure error” recorre-se a equagao 2.4.

,  ASS
_Apie _ Gy 2.4)
crpze crpze

Onde Av corresponde a variagio dos graus de liberdade. Caso TV < Fygq(Av; Ay,)® a
hipétese nula é aceite. Isso é equivalente a dizer que ambos os modelos ajustam os pontos
experimentais de forma similar. Neste caso escolhe-se o modelo de P01, uma vez que é o que
apresenta maior nimero de graus de liberdade. Se o valor de teste exceder o valor critico a um nivel
de significancia de 0.01, TV = F 01 (Av; A,,) a hipdtese nula é rejeitada pelo que o modelo que se

ajusta melhor a curva de calibragao ¢ aquele que apresenta um menor numero de graus de liberdade,

modelo PO12.

Para a detecao de eventuais outliers podemos recorrer a regressao robusta e ao teste de Mandel.

8 A’pe sdo os graus de liberdade correspondentes a estimativa de erro puramente aleatorio.
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2.6.3. Precisiao

Por forma a verificar se 0 método apresenta capacidade de repetir e reproduzir os resultados
obtidos em anilises sobre o mesmo padrio/amostra avalia-se a precisao através da dispersio dos

resultados obtidos em ensaios independentes [22].
Segundo o guia Relacre, a precisio pode ser expressa em termos de coeficiente de variagao
(CV) [25]. Este coeficiente ¢ expresso em percentagem e ¢ dado pela expressao 2.5.

Sx
CV =100 x = 2.5)

Onde S, corresponde ao desvio-padrio e x a média dos resultados obtidos.

A. Repetibilidade de injegao

A repetibilidade de inje¢do ou repetibilidade de equipamento traduz a precisio do
equipamento. Esta analise ¢é realizada utilizando a mesma soluc¢ao padrao. Esta solucao ¢ injetada um
determinado numero de vezes. Foi preparada uma solugao padrio, em meio de dissolu¢io pH 7.4
com uma concentra¢ao de 83.3 pug/ml, tendo sido injetada 6 vezes no mesmo equipamento. O
método considera-se preciso em termos de repetibilidade de inje¢do/equipamento se o coeficiente

de variacao for inferior a 2.0%.

B. Precisao Intermédia

A precisao intermédia foi avaliada nas diferentes condig¢Ges: analistas, equipamentos e dias.
Segundo o guia Relacre 13, “a precisao é conhecida como a medida de precisao mais representativa
dos resultados num laboratério”. Para a analise de precisio intermédia foram preparadas por o
analista 1 e por o analista 2, seis solugoes amostra independentes correspondentes a uma
concentracao de 66.7 pg/ml, correspondente a uma recuperacao esperada de 80 %. As amostras
formam preparadas em meio de dissolucio pH 7.4. Estas solucbes foram preparadas em diferentes
dias e foram injetadas em diferentes equipamentos por cada analista. Cada amostra foi injetada 4

Vezes.
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O método considera-se validado em termos de precisao intermédia se o coeficiente de
variacdo apresentar um valor inferior a 3.0%. Através da analise estatistica a precisao intermédia

pode ser verificada recorrendo a analise de variancia (ANOVA).

2.6.4. Exatidao

A exatidao de um método encontra-se dependente de erros sistematicos e pode ser expressa
através da percentagem de recuperacao (% Rec), do erro relativo (% ER) e do erro absoluto através
do teste #-student. Os erros sistematicos podem levar ao aparecimento de resultados afastados do
valor verdadeiro, podemos ter erros instrumentais e erros operativos. Nos erros instrumentais estao
englobados os desvios sistematicos devidos a descalibragdo instrumental, enquanto nos erros
operativos estao incluidos os erros de método e dos analistas associados a interferéncias de diversas
ordens. Os erros que provocam o afastamento dos resultados experimentais relativamente ao valor
verdadeiro presente na amostra em analise sao erros sistematicos, estes colocam em causa a

veracidade do resultado experimental [26].

A exatiddio do método pode ser avaliada através do erro relativo (ER), expresso pela

equacao 2.6.

Xop — X
ER (%) = m}(im x 100 2.6)

teo

Onde Xy representa a concentracio experimental obtida e X;,, a concentracio esperada.

Este parametro também pode ser avaliado através de um teste de hipoteses (teste rstudent)
que permite verificar se existe efeito da concentracao na percentagem de recuperagao. O teste 7

student é dado pela equacgao 2.7.

|x — |
TV = — 2.7
Sx
Onde x corresponde a média dos valores obtidos, T ao valor tedrico ou valor de referéncia e
Sz a0 desvio padrdo associado a média. O valor de teste posteriormente é comparado com o valor
critico, a 99% de confianga, pelo que podemos ter as seguintes hipoteses: se o valor de teste obtido
for inferior ao valor critico, a hipotese nula ¢ aceite, isto ¢, ha concordancia estatistica entre os

resultados obtidos; e se o valor de teste exceder o valor critico, a hipdtese nula é rejeitada, aceitando-

se a hipdtese alternativa, havendo diferenca significativa entre os resultados.
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Através dos dados da % de recuperacio, realizou-se uma analise ANOVA, por forma a
verificar o efeito do teor na taxa de recuperagao. A % de recuperagio foi calculada através da
equagao 2.8, onde C,p; representa a concentragao recuperada do analito na solugdo de referéncia e

Cref € a concentragao da referéncia.

Cobt
ref

Para a exatidio foram preparadas amostras independentes para as trés recuperacoes

%Rec = 2% x 100 2.8)

esperadas consideradas (40%, 80% e 120%). Tendo-se preparado para cada nivel de recuperagio,
trés amostras e cada amostra foi injetada 4 vezes [23]. As amostras foram preparadas como descrito

anteriormente para as trés recuperagoes apresentadas na Tabela 2.4.

2.6.5. Robustez

A robustez de um procedimento analitico corresponde a capacidade do procedimento nio
ser afetado por pequenas, mas deliberadas variagdes nos diferentes parametros do método, isto é,

mantem o seu desempenho analitico inalterado [22].

Os parametros da robustez considerados por forma a verificar se o método é robusto foram
a variacao da temperatura da coluna (£5°C), composicao da fase mével (£5%), volume injetado da
amostra ¢ do padrio no equipamento (£5 pL), comprimento de onda (£2 nm) e estabilidade de
solucoes (24, 48, 72 e 96 horas). Este ultimo parametro foi avaliado por forma a determinar as
condig¢des ideais de armazenamento dos padroes e amostras e qual o tempo que estas podem ser

armazenadas sem que haja degradacao da substancia ativa [45].

Para a avaliacio da robustez foram preparadas: uma solugao padrao com concentragdo de
100% na gama de trabalho e uma solu¢io amostra com uma concentra¢ao de 66.7 ug/mlL. Para a
avaliagdao da estabilidade de solug¢des foram colocadas as solugoes preparadas em diferentes frascos
no auto-injetor (20°C) e na bancada (temperatura ambiente). Tendo sido analisadas apos 24, 48, 72 ¢

96 horas.

A robustez foi avaliada através do coeficiente de variacao (CV %), se CV for inferior a 2.5%

podemos concluir que o método é robusto e que o critério de aceita¢ao foi cumprido.
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2.7. Outras ferramentas estatisticas

A analise de variancia, ANOVA, permite distinguir as diversas contribui¢des sobre a
variancia total observada entre amostras. E entdo possivel através desta ferramenta estatistica
distinguir dentro da variabilidade total de um determinado conjunto de valores experimentais as

contribui¢des puramente aleatérias e as contribui¢oes sistematicas [22].

A comparagao das dispersdes pode ser obtida através da equagao 2.9, teste F.

0.2

F = o_—g = a (n—1,n(m—-1)) (29)
pe

Onde n representa o numero de niveis do fator e o m o nimero de réplicas em cada nivel.

Para ambas as dispersoes serem estimativas da variancia da componente aleatoria, o fator A
(fator em estudo) niao pode influenciar de modo significativo. Mas se o fator influenciar de uma
forma significativa, a dispersao devida ao fator A torna-se maior do que a componente puramente
aleatéria. A hipétese nula ¢ valida se o valor obtido para o fator A (oa) for inferior ao valor obtido
para a componente puramente aleatéria (og), caso esta hipdtese seja invalida tem de se considerar a

hipotese alternativa.
A variabilidade total do fator A pode ser calculada através da equagio 2.10.
— a2 2
Op = Ope + M. o, (2.10)
Onde o, f representa a variabilidade total do fator, 0'59 a variabilidade associada a

, . 2 C oy . P P
componente puramente aleatoria e Opy, a variabilidade intermédia e M corresponde ao nimero de

réplicas em cada nivel.

2.8. Analise dos dados obtidos através do ensaio de dissolugao

Os dados obtidos através do ensaio de dissolugao do ibuprofeno para alteragdes efetuadas a

formulacdo foram analisados através de duas metodologias:

i) Método independente de modelo - Comparagao dos petfis de dissolucao através do

calculo do fator de similaridade (f2) e do fator de diferenca (f1);
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1i) Método dependente de modelo - Aplicagdo de um modelo matematico por forma a

obter os dados cinéticos dos perfis de dissolugao.

A preparagdao das solugdes padroes e amostra utilizadas para a construcao dos perfis de
dissolu¢iao, bem como as condi¢bes experimentais de referéncia do teste de dissolucao estao

descritas no topico 2.3 e as condi¢des cromatograficas encontram-se descritas na Tabela 2.2.
A concentracio de ibuprofeno (ug/mL) em cada copo de dissolugio é calculada através da
equagao 2.11.

Ay
Cfbu = — me XPx F (211)
Ap

Onde:

— A, - area obtida para a amostra;

— Ap - area obtida para o padrao de ibuprofeno;

— Mmp - massa pesada de padrio de ibuprofeno em mg;
— P - pureza do padrio;

— F — fator de diluicao.

Posteriormente, foi calculada a massa de ibuprofeno no volume de solucao retirado e a
massa que ficou no copo de dissolugao. Para calcular a % de dissolu¢ao experimental determinou-se
a concentragao de ibuprofeno total no copo dividindo a massa de ibuprofeno no copo pelo volume
total de solucao (900 mL), uma vez que ap6s retirar os 15 mL de solugao amostra, o equipamento de

dissolugdo repde o meio que foi retirado.

2.8.1. M¢étodo independente de modelo

Por forma a avaliar a similaridade e a diferenga entre os perfis de dissolugdo foram

calculados dois fatores: o fator de similaridade, f; e o fator de diferenca, f; .

O fator de diferenca é proporcional a diferenga média entre os dois perfis de dissolugao,
enquanto o fator de similaridade é inversamente proporcional a diferenca quadratica média entre os

dois perfis de dissolucao, sendo que o ultimo tém em consideracao a maior diferenca entre todos os
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pontos temporais [3,30]. O fator de diferenca é dado pela equacao 2.12 e o fator de similaridade pela

equagao 2.13.

n R, —T,
f, = {—“L tR tl} x 100 2.12)
t=1"'t
100
f> =50 Xlog —— (2.13)
Jl n Et;l[Rt - Tt]z
n

em que n corresponde ao numero de tempos do ensaio, Ry a quantidade de farmaco
libertado do medicamento referéncia num tempo 7 e Ty a quantidade de farmaco libertado do

medicamento teste num tempo 7 [3,30].

De acordo com a FDA, se os valores de f; forem menores que 15 (0-15) e se f, apresentar
valores maiores que 50, num intervalo de 50-100, os perfis de dissolu¢ao podem ser considerados

semelhantes.

Para formulagdes em que a percentagem dissolvida seja superior a 85% em 15 minutos, nao
¢ necessario recorrer a calculos matematicos, sendo que estes sio considerados semelhantes.
Segundo a guideline de bioequivaléncia da EMEA, a avaliagido do fator de similaridade é baseada nas
seguintes condigoes: o coeficiente de variagio no primeiro tempo de ensaio nao deve ser superior a
20% e para os restantes tempos de ensaio nao deve ser superior a 10%; os tempos de ensaio devem
ser os mesmos para ambas as formulagdes, sendo que se devem considerar, no minimo, 3 tempos
(excluindo zero) e nao se deve considerar mais do que um valor médio acima de 85% para cada

formulacao.
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2.8.2. Método dependente de modelo

Este método dependente do modelo baseia-se em estudos de cinética de dissolugao
possibilitando conclusées a respeito do processo de dissolugao de uma determinada formulagio.
Entio de modo a avaliar o poder discriminatério relativamente as diferentes alteragdes provocadas a
formula¢do e concluir qual o parametro que melhor discrimina entre as alteragdes efetuadas, foi
aplicado um modelo matematico aos dados obtidos para além do calculo dos fatores de similaridade

e diferenca.

O modelo considerado uma cinética de primeira ordem para a dissolugao foi ajustado aos
resultados experimentais, através da ferramenta solver da Microsoft Excel, equaciao 2.14, obtendo-se

a velocidade de dissolugao e a percentagem no fim da dissolugao para cada tempo de ensaio [46].

%Dissolucio = c,(1 — e ) 2.14)
Onde ¢; corresponde a percentagem de dissolucio a tempo infinito e k a constante cinética

de primeira ordem (min'l).

Através dos resultados obtidos pelo ajuste do modelo de primeira ordem, calculou-se o
tempo ao fim do qual 80% do ibuprofeno se encontrava dissolvido no meio de dissolugio, através

da equagao 2.15.

2.15)

Através da equagao de ajuste 2.14 e com a utilizagao do programa solver do Microsoft Excel,
obtiveram-se entao para os diferentes lotes, alteragdes a formulacdo e condigdes, a constante de
velocidade, a % de dissolu¢io no fim do ensaio (120 minutos) e o tempo ao qual 80% do

ibuprofeno se encontrava dissolvido no meio de dissolugao.

Por forma a verificar se existem diferencas entre a formulacio de referéncia e a mesma
formulacio com as alteragdes efetuadas, foi aplicado um teste estatistico de hipdteses a todos os

parametros calculados.

Numa primeira fase, aplica-se o teste de Grubbs por forma a avaliar a existéncia de possiveis
outliers, caso existam estes devem ser retirados. Numa segunda fase, uma vez determinados e

eliminados os owtliers, segue-se a comparagao das variancias através do teste de F, por forma a
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concluir acerca da homogeneidade ou heterogeneidade da variancia, uma vez que as expressoes
utilizadas para cada caso sio diferentes. Ao comparar estimativas, pretende-se comparar as médias
das duas formulagdes, uma vez que estamos a comparar posi¢coes e nao dispersoes temos de recorrer

ao teste rstudent para determinar o valor de teste (T'V) e o valor critico.

Caso exista homogeneidade da variancia, estamos perante um caso homocedastico e a

expressao TV utilizada é dada pelas Equacdes 2.16 e 2.17.

|x1 - f2|

1,1 (2.16)
Spool x n_1+n_2

TV =

(g —1) xs?+(ny—1) xs2
ng+ny—2

Spool = (2.17)

Onde x corresponde a média, n a0 nimero de réplicas e s ao desvio padrio.

Caso estejamos perante heterogeneidade da variancia estamos perante um €aso

heterocedastico e a expressio TV utilizada é dada pela Equagao 2.18.

X — X

oy Bl
i{_ﬁ (2.18)
n; np

Se o valor de teste for inferior ao valor critico, a hipétese nula é aceite e as amostras sao
estatisticamente iguais. Caso o valor de teste exceda o valor critico, tem de se calcular o valor de
prova (p-value) antes de rejeitar a hipdtese nula. Se o valor de prova apresentar um valor inferior a

0.05, o valor critico deve ser calculado para um nivel de confianga de 99%.
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3.1. Solubilidade

A solubilidade foi determinada a diferentes valores de pH, nomeadamente, 1.2, 4.5, 5.2, 6.8 ¢

7.4. Os valores obtidos para a solubilidade do ibuprofeno encontram-se na tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Resultados obtidos para a solubilidade do ibuprofeno.

Solugio Tampio pH Solubilidade (mg/L) Solubilidade/Sol. Max
)
HCI 1.2 17.49 0.37
Tampao acetato 4.5 66.79 1.42
Tampao acetato 52 214.5 4.55
Tampao fosfato 6.8 2579.0 54.8
Tampao fosfato 7.4 4710.0 100

Pela analise da tabela 3.1 é possivel verificar que a solubilidade do ibuprofeno aumenta com
o aumento do pH. Assim, o ibuprofeno apresenta uma maior solubilidade numa solugdo tampao
fosfato pH 7.4 e uma menor solubilidade na solu¢do de HCl com pH 1.2. Tendo em conta que a
mucosa rectal se encontra a pH 7.4 e que o ibuprofeno apresenta uma maior solubilidade a esse pH,
o meio de dissolucao escolhido para a realizacao dos ensaios de dissolucao foi o tampao fosfato a

pH 7.4.

Através das equagoes 2.1 e 2.2, foi possivel fazer uma estimativa da solubilidade limite da
fracao molecular (Sp), do maximo de solubilidade devida a fracdo ionizada (Sipn) da molécula de
ibuprofeno para valores de pH maiores e do pKa da molécula de ibuprofeno. Os resultados obtidos

mostram um valor de 0.175 mg/L para Sy e um valor de 6491.8 mg/L para Sipn).

E de esperar que a solubilidade maxima estimada seja maior que a solubilidade obtida a um

pH de 7.4, uma vez que este valor seria obtido com um aumento significativo do pH. Uma vez que,
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o valor de solubilidade estimado ¢é superior ao valor experimental, significa que experimentalmente

nao foi atingido o pH no qual todo o ibuprofeno se encontra ionizado.

Seria de esperar que o valor estimado de pKa fosse 4.5, correspondendo ao da molécula em
estudo. No entanto, isto nao se verificou, sendo o valor estimado de pKa superior, de 6.98. Uma
justificagdo para estes resultados pode estar relacionada com as diferengas das solugdes tampao
preparadas para cada pH, uma vez que foram utilizadas diferentes solucbes tampio para a

preparacao dos meios de dissolugao.

3.2. Validacdao do Método Analitico

O método analitico foi validado de acordo com as exigéncias da ICH, por forma a assegurar

a fiabilidade dos resultados analiticos obtidos.

3.2.1.  Especificidade

Por forma a avaliar a especificidade, foram injetadas solugdes do meio de dissolugao, fase
mével, solugao padrao de ibuprofeno a 100%, solugao amostra a 80 % e solu¢ao placebo sem APL

Os cromatogramas obtidos encontram-se nas figuras 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ¢ 3.5.
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Figura 3.1 — Cromatograma correspondente ao meio de dissolugdo.
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Figura 3.2 — Cromatograma correspondente a fase moével.
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Figura 3.3 — Cromatograma correspondente a solucio padrio de ibuprofeno 100%.
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Figura 3.4 — Cromatograma correspondente a solugiao amostra 80 %o.
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Figura 3.5 — Cromatograma correspondente a solucdo placebo sem APIL.

O método pode ser considerado especifico para o ibuprofeno e seletivo, uma vez que ndo ha
sinais cromatograficos da solugao placebo, meio de dissolucao e fase mével a interferir com o tempo

de retengao do ibuprofeno.

3.2.2. Linearidade e Gama de Trabalho

A linearidade foi avaliada através da constru¢dao de uma curva de calibragio com oito pontos

(10.0; 33.3; 50.0; 66.7; 83.3; 100.0; 250.0 e 500.0 pg/mL) pata o ibuprofeno.

Na Tabela 3.2 estio apresentados os resultados experimentais obtidos para a construcio da

curva de calibragdo para o ibuprofeno.

Tabela 3.2 — Resultados experimentais obtidos para a construgdo da curva de calibra¢do para o ibuprofeno.

Padrio Cexperimental (1g/mL) Area média (1x106)
P1 10.0 0.215 = 0.001
P2 33.2 0.726 = 0.002
P3 49.8 1.081 = 0.002
P4 66.4 1.444 £+ 0.004
P5 83.3 1.813 + 0.005
P6 99.6 2.202 = 0.009
P7 248.8 5.528 + 0.012
P8 497.7 10.761 = 0.015

Inicialmente foi avaliada a homogeneidade da variancia por forma a decidir qual o modelo de

calibragdo mais adequado. Através do calculo da homogeneidade da variancia, obteve-se um valor
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experimental de 139.86 e um valor critico de 199.0 para 99% de confianga. Os resultados obtidos

mostram que para a fungao de calibragdo existe homogeneidade da variancia (Fex<Feri).

Numa segunda fase, uma vez que as variancias sdo estatisticamente semelhantes, foi
escolhido o modelo que mais se adequa a curva de calibragao através do teste de Mandel. Para este
teste foi obtido um valor de teste de 0.57 e um valor critico de 10.67 para um intervalo de confianga
de 99%. Uma vez que o valor de teste ¢ inferior ao valor critico, ao nivel de significancia de 0.01, a
hipétese nula é aceite, ou seja, ambos os modelos P01 e PO12 apresentam ajustes idénticos. Desta
forma, o modelo escolhido para a curva de calibragiao foi o PO1. O valor de prova de 0,482 ajuda a

comprovar a decisao tomada.

Por dltimo verificou-se a existéncia de outliers através da regressao robusta. Na figura 3.6

esta representado o grafico dos residuos.
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-0,10
-0,15

-0,20
Padrdo

Figura 3.6 — Representagio grafica dos valores residuais de cada concentragdo da curva de calibragio
para o ibuprofeno.

Através da analise da figura 3.0, é possivel selecionar o padriao 8 e 7 como possiveis outliers,
o padrio 8 e o padrio 7, uma vez que sao os valores experimentais que mais se afastam da
estimativa robusta. Com recurso ao teste de Mandel, para o padrio 8, obteve-se um valor de teste de
0.248 e um valor critico de 21.20. Desta forma, como o valor de teste nio excedeu o valor critico, a
99% de confianga, conclui-se que o padrio 8 niao é um outlier, pelo que se pode concluir que o

padrao 7 também ndo constitui um outlier.
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A Figura 3.7 representa a curva de calibragdo obtida para o ibuprofeno.
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Figura 3.7 - Representacao grafica da curva de calibragao do ibuprofeno.

Foi obtido um coeficiente de determinagio R* de 0,999 que permite concluir que o método é
linear dentro do intetvalo de concentracdes estudadas (10.0 pg/mL a 500 pg/ml), assim a gama de

trabalho fica estabelecida para este intervalo de concentragoes.

3.2.3. Precisiao

A precisao do método analitico para o doseamento do ibuprofeno foi verificada através da

repetibilidade e da precisao intermédia.

A. Repetibilidade de injegio

Este parametro foi avaliado através da analise do coeficiente de variagao (CV), descrito na
secgao 2.0.3, das areas das seis injegoes consecutivas da solu¢do padrio correspondente a
concentracao de 66.7 ug/ml. da gama de trabalho. Os resultados da média e CV estio apresentados

na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Resultados obtidos para o ensaio de repetibilidade de injegio.

Injecio Area (1x10°)

1 1.826

2 1.824

3 1.823

4 1.825

5 1.824

6 1.823
Média 1.824
CV (%) 0.06

Podemos observar que o CV calculado para a area apresenta um valor inferior a 2.0%,

cumprindo assim o critério de aceitagao.

B. Precisdo intermédia

Através do Teste de Grubbs verificou-se que nao existem outliers no ensaio da precisio
intermédia. As estimativas validadas e respetivo erro padriao associado aos valores de concentragao

de ibuprofeno para os diferentes analistas, dias e equipamentos encontram-se representadas na

tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Precisio intermédia para o ibuprofeno.

Ciu (ng/mL)

Amostras Analista 1/Equipamento 1/Dia 1 | Analista 2/Equipamento 2/Dia 2
Al 66.94 + 0.16 66.09 + 0.34
A2 66.81 % 0.07 66.23 + 0.85
A3 66.62 % 0.65 66.21 + 0.24
Ad 66.66 + 0.13 65.83 + 0.50
A5 67.19 + 0.20 66.12 + 0.61
A6 66.07 £ 0.05 65.80 + 0.58
Média 66.72 66.05
CV (%) 0.65 0.79
Média 12 amostras 66.38
CV (%) 12 amostras 0.88

Os resultados do ensaio da precisao intermédia cumprem os critérios de aceitagao, pois o CV

(%) para cada analista ¢é inferior a 2.5% e inter-analistas é inferior a 3.0%.
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Aplicando o teste ANOVA de fator tnico (sec¢ao 2.7), aos resultados obtidos por alteracdo
simultanea de trés fatores (analista, equipamentos e dias), foi obtido um valor de prova de apenas
0.003 (inferior a 0.01). Como tal, conclui-se que os fatores estudados possuem um efeito no que diz
respeito a variabilidade observada nos resultados. Neste caso, a variabilidade introduzida pelos
fatores em estudo excede a contribuicdo puramente aleatéria, pelo que se pode estimar uma
variabilidade intermédia relativa as trés contribui¢cdes. Através da equagdao 2.10 pode decompor-se a
variabilidade total do fator (ij‘a =1.34) na variabilidade intermédia (oﬁw =0.21) sendo a contribuicao

puramente aleatoria o:;,ae igual a 0.088.

3.2.4. Exatidao

A exatidao do método de analise foi avaliada através da determinacdo da % de recuperagao,
do teste #-student, erro relativo (descritos na secgao 2.6.4) e analise ANOVA (sec¢ao 2.7) por forma a
verificar se as diferentes concentragdes tém efeito na taxa de recuperagao. A analise de outliers foi
realizada através do teste de Grubbs, de onde se verificou que nio existem outliers nas diferentes

réplicas para cada recuperagao tedrica.

Do estudo da exatiddao, tabela 3.5, obteve-se para o ibuprofeno, para cada recuperagio
tedrica 40, 80 e 120%, as estimativas médias 33.48%0.17, 65.44+1.12, 98.94+0.29 ng/mlL,
respetivamente. Tendo como valores de referéncia 33.60£0.00, 66.28+0.00, 100.00£0.00 ng/mlL,
para cada recuperagdo, a exatiddo avaliada através do teste #student conduz ao valor de teste 0.71,
0.75 e 3.70 que ¢ inferior ao valor previsto pela distribuicao #student bilateral ao nivel de confianga de

95%.

Na tabela 3.5 estao representados os valores obtidos para a concentracao de ibuprofeno,
para a percentagem de recuperagao e o erro relativo (%) para cada nivel de recuperacio tedrica (40,
80 e 120%). A percentagem de recuperacio da substancia ativa em estudo tem de estar

compreendida entre 95% e 105%.
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Tabela 3.5 — Valores obtidos para a % de recuperacio do ibuprofeno, Ceyp (ug/mlL) e erro relativo (%).

40% Cexp (ng/mL) % Rec Erro relativo (%)
Al 33.28 + 0.14 99.11 £ 0.42 -0.89
A2 33.60 £ 0.15 100.21 £ 0.44 0.21
A3 33.55+ 0.10 99.60 + 0.28 -0.40
80%

Al 65.53 £ 0.48 99.04 £ 0.72 -0.96

A2 64.27 £ 0.04 96.60 * 0.06 -3.02
A3 66.51 = 0.10 100.14 + 0.16 0.14

120%

Al 98.82 + 0.54 98.87 + 0.54 -1.13

A2 98.73 £ 1.21 98.63 £ 1.21 -1.37
A3 99.27 £ 1.02 99.32 +1.02 -0.68

Média 99.10 £ 0.96

Podemos observar através da tabela 3.5 que para todos os niveis de recuperagao tedrica (40,
80 e 120%) para as trés amostras, a percentagem de recuperacao esta compreendida entre 95% e

105%, pelo que o critério de aceitagao foi cumprido.

Através da tabela 3.5 observa-se que os valores obtidos para o erro relativo sao inferiores a
5%, pelo que podemos concluir que o método é exato, pois o critério de aceitagao (<5%) foi

cumprido.

A ANOVA de fator tnico foi aplicada aos resultados obtidos para a % de recuperagiao por
forma a verificar o efeito das concentragdes na taxa de recuperacao. Foi obtido um valor de teste I
de 0.69 e um valor critico de 5.14. Como o valor de teste ¢ inferior ao valor critico, podemos
concluir que a hipétese nula é valida a um nivel de confianga de 95%. O valor de prova apresenta
um valor de 0.537, pelo que podemos concluir que nao existe efeito da concentracao na taxa de

recuperagao do ibuprofeno.

Através dos valores obtidos para a % de recuperacao, erro relativo (%), teste rstudent e

analise ANOVA, podemos concluir que o método se considera validado em termos de exatidao.
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3.2.5. Robustez

Os valores obtidos para a % de recuperagao e coeficiente de variagao relativamente: a
temperatura da coluna, volume de amostra e padrio injetado, comprimento de onda e composi¢ao
da fase movel estao apresentados nas tabelas 3.0.

Tabela 3.6 — % de recuperagio para os seguintes parametros: temperatura da coluna, volume de amostra ¢
padrio injetado, comprimento de onda e composicao da fase mével.

Condigées % Recuperagao | CV (%)

Iniciais (40°C; 20 pL e 214 nm) 98.03 -
Temperatura Coluna 35°C 97.92 0.08
45°C 97.91 0.17
Volume de amostra e 15 uL 97.83 0.14
padrdo injetado 25 ulL 97.99 0.02
Comprimento de onda 212 nm 98.03 0.01
216 nm 97.89 0.10

Iniciais (60% Tamp30:40% Acetonitrilo) 98.96 -
Composigio da Fase 65:35 98.91 0.04
Movel 55:45 99.12 0.12

Para todos os parametros da robustez foram obtidos coeficientes de variagao inferiores a
2.5%, o que significa que o método ¢é robusto, pelo que continua a conduzir a valores concordantes

apesar das alteragOes efetuadas.

Na tabela 3.7 estao representados os valores obtidos para o coeficiente de variagao (CV)
relativamente a estabilidade de solu¢oes durante 96 horas. O CV da razio das areas obtidas para os

padrdes e amostras deve ser inferior a 2.5%.

Tabela 3.7 — Resultados obtidos para o calculo do coeficiente de variacdo para a estabilidade de solugdo as
24,48, 72 e 96 horas.

Bancada Auto-injetor
Padrio Amostra Padrio Amostra
24 Horas 0.09 0.63 0.07 0.28
48 Horas 0.07 0.11 0.06 0.14
72 Horas 0.06 0.09 0.08 0.08
96 Horas 0.33 0.71 0.07 0.13

Podemos concluir através dos resultados obtidos que as solugdes padrao e amostra sao
estaveis a temperatura ambiente, na bancada e no auto-injetor a 20°C para todos os tempos

estudados, uma vez que, o CV ¢ inferior a 2.5% para cada padriao e amostra injetados.
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3.3. Poder discriminatério da Dissolug¢ao

Neste topico serdo avaliados os resultados obtidos através do ensaio de dissolugdo para as
diferentes alteracdes provocadas a mesma formulacao por forma a avaliar se o método de dissolucao
¢ discriminatério, isto é, se tem capacidade de distinguir as pequenas alteragdes provocadas

deliberadamente; e também qual dos parametros apresenta maior poder discriminatério.

De modo a verificar o poder discriminatério foram efetuadas alteragdes nas condigoes
hidrodinamicas, a formula¢ao do produto farmacéutico e condi¢oes de estabilidade/armazenamento

do medicamento. Estas altera¢oes foram analisadas separadamente:

1) Alteracoes as condicodes hidrodinamicas;

ii) Alteracoes efetuadas a formulacao do produto farmacéutico:
a. Sem surfactante;
b. Diferentes concentragcoes de surfactante.

iliy  Condi¢oes de estabilidade/armazenamento do produto farmacéutico.

As condicOes hidrodinamicas foram avaliadas através do aumento e da diminuicio da
velocidade de agitacio das pas no equipamento (£25 rpm). As alteragdes a formulagao do produto
farmacéutico efetuaram-se na quantidade de polisorbato 80 (surfactante), alteragdes no tamanho da
patticula de ibuprofeno e na quantidade de massa do supositorio. Ja as condi¢oes de estabilidade/
armazenamento do produto farmacéutico foram avaliadas colocando supositérios a temperaturas

extremas, nomeadamente, 60°C e 5°C.

Primeiramente, procedeu-se a avaliacdo de outliers através do teste de Grubbs, para os valores
obtidos para a % de dissolu¢ao e concentragao a cada tempo. Em segundo lugar, foi efetuada a
corre¢ao do volume de solugao amostra retirado do equipamento de dissolu¢do a cada tempo de

recolha, como descrito na seccao experimental (secgao 2.8).

Ap6s a avaliagdo de outliers e devidas corre¢oes de volume, procedeu-se ao calculo do fator
de similaridade e de diferenca através dos valores da % de dissolucado (método de modelo
independente). Para o método de modelo independente foram calculados os seguintes parametros:
constante de velocidade (min™), tgge, € % dissolucio no fim do ensaio, utilizando as concentracdes
em pg/ml, tendo-se comparado as estimativas obtidas para cada um dos patimetros de cada

alteragao provocada a formulacao inicial como descrito na sec¢ao 2.8.2.
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Com o objetivo de demonstrar o poder discriminatério recorreu-se a diferentes ferramentas
estatisticas, nomeadamente ao calculo dos fatores de similaridade e de diferenca e a comparagao de
estimativas. Desta forma, averiguou-se a existéncia de diferencas significativas entre o lote referéncia

e as diferentes alteracdes provocadas a mesma formulacao.

Para a comparacio de estimativas foi determinada a constante de velocidade (k (min™1)),
tempo ao qual 80% da substancia ativa se encontra dissolvida no meio de dissolugao e a % de
dissolu¢dao no final do ensaio, com recurso ao melhor ajuste de uma lei de velocidades para um

processo de primeira ordem (equagdo 2.14), utilizando a ferramenta Solver do Excel.

A transposicao de escala foi avaliada por forma a verificar a existéncia de diferencas na
mudanca de escala a nfvel da producio através da comparagao de um lote fabricado no laboratério

(lote referéncia) e de dois lotes produzidos numa maior escala (lote Al e A2).

3.3.1. Perfis de dissolugao — Método independente de modelo

Neste tépico foi avaliado o método independente de modelo, onde se calculou o fator de
similaridade e de diferenca, por forma avaliar se o método deteta as pequenas alteragdes provocadas
deliberadamente a formulagao. Todas as alteragdes efetuadas sio comparadas com o lote de

referéncia, que se encontrava armazenado a 22°C e cujo ensaio foi realizado a 50 rpm.

3.3.1.1. Alteracoes nas condicoes hidrodinimicas

As alteracbes as condi¢oes hidrodinamicas permitem verificar qual a velocidade de agitacao
mais adequada para a formula¢ao em estudo. Desta forma, foi provocado um aumento de 25 rpm e
uma diminuicao de 25 rpm da velocidade de agitagao das pas do aparelho de dissolucao,
relativamente as condi¢oes experimentais de referéncia (50 rpm). Os resultados obtidos a 25 rpm e a

75 rpm foram comparados com o lote referéncia cujo ensaio foi realizado a 50 rpm.

Na Tabela 3.8, estio representados os valores médios de percentagem dissolvida e o
coeficiente de variacdo para o lote referéncia as diferentes velocidades de rotacao do equipamento. A
Figura 3.8 representa os perfis de dissolugao obtidos a cada velocidade de agitagio para o lote

referéncia onde as linhas correspondem a uniao entre os pontos.
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Tabela 3.8 - Valores médios de percentagem dissolvida e coeficiente de variacio do lote referéncia realizado
a diferentes velocidades de rotacio a cada tempo do ensaio em minutos.

% Dissolvida
Tempo 50 rpm 25 rpm 75 rpm
(minutos) \dia @) CV (%) %f/‘im CV (%) Meédia (%) CV (%)

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 48.0 9.4 33.6 6.3 59.2 12.2
10 81.2 8.1 56.7 6.2 84.0 4.0
15 93.1 8.5 70.9 3.5 91.6 2.3
20 96.5 9.0 80.0 3.0 95.1 1.7
30 98.1 9.1 86.9 1.6 98.0 1.2
45 98.3 9.3 91.1 1.1 99.8 1.0
60 97.9 9.2 94.2 0.9 101.2 0.8
120 98.1 9.2 97.7 0.6 102.8 0.6
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Figura 3.8 - Perfil de dissolugdo para o ibuprofeno para o lote referéncia relativamente a alteragio da

velocidade de rotagdo (25 rpm e 75 rpm) — as linhas do grafico correspondem a unido dos pontos.

Através da observacao da Tabela 3.8 e da Figura 3.8 podemos verificar que ao fim de 15
minutos, os perfis de dissolugdao obtidos a 50 rpm e a 75 rpm atingem valores superiores a 85% de
dissolucio do ibuprofeno. Ja o perfil obtido para a velocidade de 25 rpm atinge os 85% de

dissolug¢ao no dobro do tempo (30 minutos).
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Os valores obtidos para o coeficiente de variagdo cumprem o critério de aceitagao
especificado anteriormente na sec¢iao 2.8.1, uma vez que, para os primeiros 5 minutos, o CV
apresenta valores muito inferiores a 20% e nos restantes tempos o CV é inferior a 10 %. E de notar
através da Figura 3.8 que os perfis de dissolugio que aparentam ser similares sio os perfis obtidos a

maiores velocidades de agitagao.

De forma a confirmar as observagdes anteriores, realizou-se a comparacao do ensaio
realizado as condi¢oes experimentais de referéncia (50 rpm) com os ensaios realizados a 25 e a 75
rpm. Tendo em conta que o lote de referéncia atinge os 85% aos 15 minutos, o intervalo 5-15
minutos foi o considerado para o calculo dos fatores de similaridade. Este intervalo foi escolhido

porque ao considerar mais pontos acima deste obter-se-iam resultados incorretos.

Para o fator de diferenca (f;) foram obtidos os valores de 27.4 ¢ 7.0 e para o fator de
similaridade (f3) os valores 34.1 e 58.4 para a velocidade de 25 rpm e de 75 rpm, respetivamente.
Pelo que podemos concluir que apenas a dissolucio realizada a 25 rpm ¢é que apresenta
dissimilaridade por comparagdo com o perfil de dissolugdo efetuado a 50 rpm (condigdes iniciais),

pois fi apresenta um valor supetior a 15% e f; inferior a 50%.

3.3.1.2. Alteragdes a formulagao do produto farmacéutico

Neste topico estdo apresentados os valores obtidos para as alteracGes na quantidade de
polisorbato 80, tamanho da particula de ibuprofeno e quantidade de massa do supositorio. No
topico I apresentam-se os resultados para as alteracdes onde foi retirado o polisorbato 80 da
formulacdo e no topico II os resultados das modificagdes onde foram efetuadas alteragdes na

quantidade de polisorbato 80 da formulag¢ao inicial.

I. Formulagio sem polisorbato 80

Por forma a avaliar a existéncia de diferencas entre o lote referéncia e as diferentes alteracoes
da formulacdo a composicao inicial sem polisorbato 80 na composicio da formulacio, foram

comparados os seus perfis de dissolugao.

— Alterag¢ao A — sem polisorbato 80 na formulagao.
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— Alteragao B - sem polisorbato 80 e aumento no tamanho da particula de ibuprofeno;

— Alteragio C — sem polisorbato 80 e diminuicio na quantidade de massa do

supositorio.

Na figura 3.9 estio apresentados os perfis de dissolugao do lote referéncia e das alteracdes a

formulacdo A, B e C (sem polisorbato 80).
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Figura 3.9 - Perfil de dissolu¢do do ibuprofeno para o lote referéncia e as diferentes alteragdes a formulacio
A, B e C (sem polisorbato 80 na composi¢io do produto) — as linhas do grafico correspondem a unido dos

pOl’ltOS.

Podemos observar através da analise da Figura 3.9 e da Tabela Al apresentada no Anexo A,
que o perfil de dissolugao para a alteragao A (sem polisorbato 80) atinge os 85 % aos 120 minutos,
sendo que o mesmo nao se observa para a alteracao B, pois esta nao atinge os 85 % mesmo ao fim
dos 120 minutos; a alteracio C (quantidade de massa) atinge os 85% aos 45 minutos. Relativamente
ao coeficiente de variagio nenhuma das alteragoes efetuadas cumpre os critérios especificados na

seccao 2.8.1.
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Visualmente, podemos verificar através da figura 3.9 que as curvas nao se sobrepoem no
intervalo de tempo considerado para o calculo do fator de similaridade (5-15 minutos), pelo que os

perfis de dissolugao das diferentes alteracdes nao devem ser similares.

Recorrendo ao calculo dos fatores de diferenca e de similaridade, foi obtido um fator de
diferenca (f1) de 66.0, 74.6 ¢ 42.3 ¢ um fator de similaridade (f3) de 14.9, 12.4 ¢ 25.0 para as
alteragoes A, B e C, respetivamente. Podemos verificar entdo através dos valores obtidos para os
fatores de similaridade e de diferenca que o lote referéncia e as diferentes alteragdes sem polisorbato
80 nao sao semelhantes, uma vez que apresentam um valor elevado para o fator de diferenca em

todos os casos (f; >15).

I1. Alteragdes na quantidade de polisorbato 80

Por forma a verificar a existéncia de diferencas entre o lote referéncia e as alteracoes com
diferentes concentra¢oes de surfactante, foram comparados os perfis de dissolugdo do lote
referéncia com 1% de polisorbato 80 e trés alteragdes onde foi alterada a concentragao de
polisorbato 80: alteracao D (0.25% de polisorbato 80), E (0.5% de polisorbato 80) e I (2.5% de
polisorbato 80).

Na figura 3.10 estdo representados os perfis de dissolugdo para o lote referéncia (1%
polisorbato 80) e respetivas alteragoes nas quantidades de polisorbato 80 (0.25%, 0.5% e 2.5% de
polisorbato 80).
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Figura 3.10 - Perfil de dissolucio do ibuprofeno para o lote referéncia e as diferentes alteracSes na
quantidade de polisorbato 80 (0.25%, 0.5% e 2.5%) na composi¢do do produto — as linhas do grafico

correspondem a unido dos pontos.

Através da Figura 3.10 e da Tabela A2, apresentada no Anexo Al, podemos observar que os
dados de dissolugao para as alteragdes com 0.5% e 2.5% de polisorbato 80 atingem 85%  de
substancia ativa dissolvida aos 20 minutos, ja a alteragdo com 0.25% de polisorbato 80 atinge os
85% em 45 minutos. Nao era de esperar que com uma maior percentagem de surfactante (2.5% de

polisorbato 80) a percentagem de dissolugao diminuisse para tempos mais longos.

E de notar que apenas a alteragao com 2.5% de polisorbato 80 se sobrepéem nos primeiros
5 minutos com o lote de referéncia. As outras alteragdes aparentam apresentar dissimilaridade entre
os perfis de dissolucdo, pelo que se recorre ao calculo dos fatores para concluir acerca da
semelhanga e diferenca entre os perfis. Os critérios de aceitacdo especificados para o coeficiente de

varia¢do, sec¢ao 2.8.1, foram cumpridos.

Relativamente ao calculo dos fatores de diferenca e similaridade, obtiveram-se para o fator
de diferenca através da comparagdo do lote referéncia com as alteracbes com diferentes
concentragoes de polisorbato 80 os valores de 28.1, 14.8 e 10.6 e para o fator de similaridade 33.8,
47.4 e 52.0 para as alteracdes com 0.25%, 0.5% e 2.5% de polisorbato 80, respetivamente.
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Ao comparar o lote referéncia com as alteragdes com 0.25% e 0.5% de polisorbato 80,
obtém-se um fator de similaridade inferior a 50, mas quando o lote referéncia é comparado com a
alteragdo com 2.5% de polisorbato 80, o fator de similaridade apresenta um valor superior a 50.
Desta forma, pode verificar-se que existe dissimilaridade entre o perfil de dissolugio do lote
referéncia e os perfis de dissolugao cujas alteragdes na quantidade de polisorbato 80 sao 0.25% (D) e

0.5% (E).

3.3.1.3. Alteracoes nas condicoes de armazenamento

Por forma a avaliar as condi¢bes de armazenamento do produto farmacéutico, os
supositorios foram submetidos a temperaturas extremas, foram colocados numa estufa a 60°C
durante 2 dias e num frigorifico a temperatura de 5°C durante 4 dias. Estes resultados foram

comparados com o lote referéncia armazenado a uma temperatura de 22°C (temperatura ambiente).

Na Figura 3.11 estao apresentados os perfis de dissolucio para as diferentes condi¢des de

armazenamento, lote referéncia armazenado a temperatura de 22°C, e a temperaturas extremas 60°C

e 5°C.
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Figura 3.11 - Perfil de dissolucdo para o ibuprofeno para o lote referéncia submetido a diferentes
temperaturas de armazenamento — as linhas do grafico correspondem a unido dos pontos.
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Através do estudo da Figura 3.11 e da Tabela A3, apresentada no Anexo Al, podemos
verificar que ao fim de 20 minutos os dois perfis de dissolugao atingem valores superiores a 85% na
dissolu¢io do ibuprofeno. Relativamente ao coeficiente de variagdo o critério de aceitagao
especificado na sec¢io 2.7.1 é cumprido. E de notar que os perfis de dissolucio dos supositérios
colocados a 5°C e a 60°C se sobrepéem em alguns pontos da curva com o perfil de dissolu¢ao do
lote referéncia armazenado a 22°C pelo que, podemos verificar visualmente que estes perfis serdo

semelhantes.

Para o fator de similaridade foi obtido um valor de 59.3 e 63.8 e para o fator de diferenca de
8.3 e 6.0, para o lote colocado a 60°C e 5°C, respetivamente. Podemos verificar através destes

valores que para ambas as temperaturas os perfis de dissolugao sao similares.

3.3.1.4. Lote piloto e lotes industriais

Neste topico foi avaliada a transposicao de escala por forma a verificar a existéncia de
diferencas entre lotes fabricado no laboratério (lote referéncia) e de dois lotes produzidos numa

maior escala (lote Al e A2).

Na Figura 3.12, encontram-se os perfis de dissolu¢ao dos diferentes lotes para a avaliacdo da

transposicao de escala.
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Figura 3.12 — Perfil de dissolucio do ibuprofeno para o lote referéncia e os diferentes lotes industriais
Al e A2 — as linhas do grafico correspondem a unido dos pontos.

Podemos observar através da Figura 3.12 e da Tabela A4, apresentada no Anexo A, que os perfis de
dissolucdo para o ibuprofeno do lote referéncia e de ambos os lotes Al e A2 atingem os 85% de
substancia ativa dissolvida antes dos 30 minutos. E também possivel verificar que os valores do
coeficiente de variacio para o lote piloto e lotes industriais cumprem o critério de aceitagdo

especificado no ponto 2.8.1.

Foi entdo calculado o fator de similaridade (f) e de diferenca (fy), para a comparagio do
lote piloto com ambos os lotes industriais, nos primeiros 15 minutos, por forma a verificar a

similaridade entre os pertfis de dissolu¢io.

Quando comparamos o lote piloto com os lotes industriais o fator de diferenca apresenta um
valor de 9.3 e 11.5 e um fator de similaridade de 57.6 e 52.5 para os lotes industriais Al e A2,
respetivamente. Este resultado indica que os lotes sdo similares, uma vez que, f; se encontra no

intervalo de 50-100 e f; no intervalo de 0-15.

Na Tabela 3.9, encontra-se apresentado o resumo do calculo dos fatores de similaridade e
diferenca para cada alteragio efetuada. Os resultados das diferentes alteracdes/condi¢oes foram
comparados com o lote de referéncia cujo ensaio foi realizado a 50 rpm e armazenado a 22°C (lote

referéncia).
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Tabela 3.9 — Resumo do cilculo dos fatores de similaridade e diferenca.

25 rpm
Condig¢oes hidrodinamicas
75 rpm =
A 7
Alteragoes a Formulagao
B (tamanho particula) #
(sem polisorbato 80)
C (menor massa) F
Alteracoes 2 Formulacio | 0.25% Polisorbato (D) #
(diferentes quantidades de 0.5% Polisorbato (E) *
polisorbato 80) 2.5% Polisorbato (F) =
60°C =
Condi¢coes Armazenamento
5°C =
Al =
Lotes industriais
A2 =
# - Dissimilaridade entre os perfis; = - Similaridade entre os petfis.

3.3.2.  Perfis de Dissolugao — Método dependente de modelo

O método dependente de modelo para uma cinética de primeira ordem foi utilizado por
forma a verificar qual dos parametros calculados fornece um maior poder discriminatério e para
concluir se este método apresenta vantagens quando comparado com o método independente de
modelo (calculo dos fatores de similaridade e diferenca).

O ajuste com uma fun¢ao mono-exponencial (equagao 2.14) foi aplicado individualmente a
cada resultado obtido por copo relativamente a % de dissolugdo, utilizando a ferramenta solver do
Excel.

Na Figura 3.13 estdo apresentados para cada copo de dissolucio, os resultados experimentais
obtidos e o melhor ajuste com uma fungado mono-exponencial para a % de dissolu¢ao em fung¢io do
tempo, para o lote de referéncia. Os resultados do melhor ajuste com uma fun¢io mono-
exponencial de cada copo de dissolu¢io para todas as alteragdes provocadas as condicoes
hidrodinamicas, a formulacio do produto farmacéutico, condi¢cdes de armazenamento e

transposicao de escala, encontram-se no Anexo B.
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Figura 3.13 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagio 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucdo da % de Dissolugio em fungio do tempo, relativamente ao Lote referéncia.

Os parametros: constante de velocidade, tempo ao qual 80% do API se encontra dissolvido
e a percentagem de dissolu¢ao a tempo infinito, foram obtidos através do melhor ajuste da func¢ao
mono-exponencial aos resultados experimentais obtidos para a percentagem de dissolugao.

Através da analise a cada um dos copos de dissolugao obtiveram-se os resultados para a
constante de velocidade apresentados na Tabela 3.10 para cada altera¢io/condi¢ao alterada ao longo
do desenvolvimento do método. Na Tabela 3.10 encontra-se também a respetiva média e desvio

padrio associado para cada alteracio/condicao no que diz respeito a constante de velocidade.
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Tabela 3.10 — Resultados obtido para a constante de velocidade através do ajuste de uma mono-exponencial
para cada copo, estimativas validadas e respetivo erro padrio.

Condigdes k, k, ks k, ks ke ktS,
Lote referéncia | 0.151 | 0.149 | 0.156 | 0.196 8) 0.148 0.160 £0.020
25 rpm 0.078 | 0.088 | 0.094 | 0.101 | 0.089 | 0.089 | 0.090 % 0.008
75 rpm 0.166 | 0.158 | 0.163 | 0.193 | 0.193 | 0.239 | 0.185 % 0.030
Alteragio A 0.022 | 0.026 | 0.029 | 0.027 | 0.023 | 0.035 | 0.027 £ 0.005
Alteragio B 0.032 | 0.027 | 0.034 | 0.036 | 0.026 | 0.024 | 0.030 £ 0.005

Alteragiao C 0.057 | 0.077 | 0.074 | 0.076 | 0.054 | 0.077 0.069 £ 0.011

Alteragao D 0.093 | 0.106 | 0.101 0.102 | 0.098 | 0.110 0.102 £ 0.006

Alteragao E 0.121 0.124 | 0.132 | 0.131 0.127 | 0.132 0.128 + 0.005

Alteragao F 0.141 0.153 | 0.185 | 0.103 | 0.215 | 0.157 0.159 + 0.038

60°C ©) 0.160 | 0.160 | 0.167 | 0.164 | 0.161 0.163 £ 0.003

5°C 0.134 | 0.134 | 0.127 | 0.143 | 0.145 | 0.169 0.142 £ 0.015
Lote Al 0.116 | 0.123 | 0.152 | 0.121 | 0.120 | 0.135 0.128 £0.014
Lote A2 0.121 | 0.126 | 0.125 | 0.157 | 0.186 | 0.129 0.140 £ 0.026
() Outliers.
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Na Figura 3.14 encontram-se representadas as estimativas validadas para a constante de

velocidade para as diferentes condi¢oes/alteracoes efetuadas a formulacio inicial.
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Figura 3.14 - Estimativas validadas para a constante de velocidade das diferentes
alteracdes/ condicdes.

Pela andlise da Tabela 3.10 e da Figura 3.14, pode verificar-se que algumas
alteracdes/condicdes apresentam valores baixos para a constante de velocidade quando comparadas
com o lote referéncia. Deste modo, realizou-se um teste estatistico de hipdteses, comparando
individualmente cada alteracio/condicio com o lote de referéncia, por forma a verificar quais das
alteracdes/condicdes sdo estatisticamente iguais ou diferentes. O procedimento seguido para o
calculo do valor de teste e valor critico encontra-se apresentado na sec¢ao 2.8.2 ¢ os respetivos

valores encontram-se apresentados no Anexo D, tabela D1.

Na Figura 3.15 estao representadas as estimativas validadas para o tempo ao qual 80% da
substancia ativa se encontra dissolvida no meio de dissolucao para os diferentes lotes e alteracdes
efetuadas a formulagao. No anexo C, tabela C1, estao apresentados os valores para o tsy, para cada
alteracdo/condi¢ao de cada um dos copos de dissolugio, a respetiva média e desvio padrio

associado.
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Figura 3.15 — Estimativas validadas para o tempo ao qual 80% do API se encontra dissolvido das

diferentes alteracoes/condicoes.

Visualmente, através da obsetvacio da Figura 3.15, as alteracdes/condi¢des que parecem ser
estatisticamente diferentes do lote de referéncia sdo as alteracdes A, C e D e o ensaio realizado a 25
rpm. Desta forma, foi aplicado um teste estatistico de hipoteses para verificar se existem diferengas
ou igualdades. O teste estatistico de hipoteses nao foi efetuado para a alteragao B, uma vez que esta
nao atingiu os 80 % de substancia ativa dissolvida no meio de dissolu¢ao no tempo de ensaio (120
minutos). Os valores calculados para o valor de teste e valor critico encontram-se apresentados no

Anexo D, tabela D2.

Na Figura 3.16 estdo representadas as estimativas validadas para a % de Dissolu¢ao no fim
do ensaio aos 120 minutos para os diferentes lotes e alteragdes efetuadas a formulacao. No anexo C,
tabela Cl, estdo apresentados os valores para a % Diss no fim do ensaio para cada

alteracdo/condi¢io de cada um dos copos de dissolucio, respetiva média e desvio padrio associado.
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Figura 3.16 — Estimativas validadas para a % de Dissolu¢io no fim do ensaio das diferentes

alteracdes/condi¢des.

Através da observacao visual da Figura 3.16, é possivel verificar que a alteragao B ¢é a tnica
que quando comparada com o lote de referéncia aparenta ser diferente. Aplicou-se entdo um teste
estatistico de hipoteses de forma a verificar quais as alteragoes diferentes do lote de referéncia, sendo

que o valor de teste e valor critico se encontram apresentados no Anexo D, tabela D3.

Na Tabela 3.11, estao apresentados os resultados do teste estatistico de hipoteses realizado
para o método dependente de modelo e os resultados obtidos para o método independente de
modelo (cilculo do fator de similaridade e de diferenca). Todas as condi¢cdes/alteracdes foram

comparadas com o lote de referéncia.
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Tabela 3.11 - Resultados do teste estatistico de hipéteses realizado para o método dependente de

modelo e resultados obtidos através do calculo do fator de similaridade e diferenca (método independente).

Condigoes/ Método Método Dependente

Alteragdes independente | k(min~1) L300 % Diss,.,

25 rpm F # # =
75 rpm

Alteragao A

Alteragao B

Alteragao C

NSRS RS

Alteragdo D

R N N N NN
R N N N NN
[l

Alteragao E

Alteragao F
60°C
5°C = = = =
Lote Al = = = =
Lote A2 = = = =

= — Lote referéncia e alteracoes/condigbes/lotes estatisticamente iguais
# — Lote referéncia e alteracdes/condicoes/lotes estatisticamente diferentes.

Através da analise da Tabela 3.11, podemos observar que dos parametros obtidos através do
método dependente de modelo, o parametro que apresenta um maior poder discriminatério é o
tempo ao qual 80% do ibuprofeno se encontra dissolvido no meio de dissolu¢ao (tso). Desta forma,
pode concluir-se que este parametro consegue detetar mais diferencas entre o lote referéncia e as
diferentes alteragdes. O parametro que apresenta um menor poder discriminatério é a % de
dissolu¢iao no fim do ensaio como seria de esperar, pois todas as alteragdes acabam por atingir a

mesma percentagem de ibuprofeno dissolvida aos 120 minutos, com exce¢ao da alteracio B.

Comparando os métodos independente e dependente, verificamos que as diferencas obtidas
para o calculo do fator de similaridade foram as mesmas diferencas obtidas utilizando o método
dependente no que diz respeito ao parametro tsmw, pelo que ambos os métodos apresentam igual

poder discriminatério.
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Apesar dos dois métodos apresentarem igual poder discriminatério, o método dependente
de modelo apresenta vantagens em relacio ao método independente, uma vez que este nao depende
do tempo de amostragem, isto é, através deste é possivel comparar os tempos no qual a
percentagem de API dissolvido é superior a 85%. Nos casos em que o CV dentro do lote é superior
a 20% no primeiro tempo de ensaio e a 10% nos restantes tempos, o0 método dependente de modelo

¢ o mais adequado a aplicar pois ndo depende do CV.

3.3.3.  Perfis de Dissolugio — efeito das alteragdes/condi¢bes

Neste topico vao ser discutidos os resultados obtidos através da comparagcao do lote
referéncia com todas as alteracoes efetuadas nas condi¢oes hidrodinamicas e armazenamento e
alteragoes a formulagdo do produto farmacéutico, de maneira a verificar se o método apresenta
poder discriminatério. O parametro considerado para verificar o poder discriminatério do método
desenvolvido foi o tgw do método dependente de modelo, uma vez que o método dependente

apresenta igual poder discriminatério ao método independente.

Na Figura 3.17 estao representadas as estimativas validadas para a alteragao das condigdes

hidrodinamicas do lote referéncia.
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Figura 3.17 — Estimativas validadas para tsoy relativamente a alterac¢do das condi¢Ges hidrodinamicas

do Lote referéncia.

Observa-se através da Figura 3.17 que o ensaio realizado a 25 rpm demora mais tempo a
atingir os 80 % de API dissolvido e consequentemente apresenta uma menor constante de
velocidade quando comparado com os ensaios realizados a velocidades mais altas (50 e 75 rpm).
Estas observag¢oes eram de esperar uma vez segundo a EMEA, a velocidade de 25 rpm nio ¢
recomendada para a forma farmacéutica em estudo. Segundo a EMEA, onde estao apresentadas as
especificagoes da dissolugao para produtos de libertagao de imediata, uma velocidade de agitacio de
50 rpm para o aparelho com pas giratorias é adequada. Assim, velocidades de agitacio mais elevadas
apenas podem ser aplicadas com uma justifica¢ao adequada [39]. A velocidade de agitagao de 50 rpm
demostra ser a mais indicada para os ensaios de dissolug¢ao desta forma farmacéutica, tendo em

conta os resultados obtidos.

Na Figura 3.18 estio representadas as estimativas validadas para a alteragdo a composi¢ao do

produto farmacéutico.
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Figura 3.18 — Estimativas validadas para tso relativamente as alteragdes a composi¢ao do produto
farmacéutico.

Observando a Figura 3.18, a alteracdo a formulagdo que apresenta um maior tso, € a alteragao
que ndo apresenta polisorbato 80 na sua composi¢ao (A) e consequentemente apresenta uma menor
constante de velocidade e uma menor percentagem dissolvida de ibuprofeno ao longo do tempo,

uma vez que esta apenas atinge os 80 % de substancia dissolvida aos 120 minutos.

Relativamente a alteracio B, esta formula¢io nao apresenta polisorbato 80 na sua
composicao e apresenta um maior tamanho de particula da substancia ativa. Entdo, quanto maior
for o tamanho de particula, menor serd a relacio de supetficie/volume, pelo que uma menor
superficie de contacto permite uma menor interacao entre as particulas do API e o meio de
dissolu¢ao. Uma vez que nao atinge os 80 % de dissolu¢ao aos 120 minutos, esta alteragao é a que

apresenta uma menor constante de velocidade, quando comparada com as outras alteragoes.

A alteragao C corresponde a formulagio sem polisorbato 80 e que apresenta uma menor
quantidade de massa de supositorio. Uma vez que a quantidade de massa em que o API se encontra
incorporado é menor, a superficie de contacto entre as particulas de API e o meio de dissolucido ¢
maior. Logo a percentagem de dissolugao e a constante de velocidade vao aumentar em comparagao

com as alteracoes A e B.

Por comparagao do lote referéncia com as alteracdes A e C, observa-se que o lote referéncia

apresenta um menor tsw, O que implica uma maior constante de velocidade e uma maior
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percentagem de dissolugio ao longo do tempo, o que seria de esperar, devido ao efeito do

surfactante.

O método desenvolvido permitiu detetar diferencas nas alteragoes a formulagdo que nao
apresentam surfactante na sua composicao (A, B e C) e nas alteragdes que apresentam
concentragoes mais baixas de surfactante, nomeadamente, 0.25% e 0.5% de polisorbato 80, o que
seria expectavel. Uma vez que, quando o supositério que contém surfactante é colocado no meio de
dissolucido, as moléculas apolares vao aglomeram-se num nucleo hidrofébico, permitindo a redugao
da tensao superficial, pois as moléculas polares do surfactante permanecem na superficie diminuindo
as forcas entre estas e as moléculas polares em solugao. Isto vai possibilitar uma maior interagao
entre as particulas de ibuprofeno e do meio de dissolucdo, levando a uma maior velocidade de

dissolucdo da substancia ativa.

Como referido anteriormente, o lote referéncia foi armazenado a temperaturas extremas,
nomeadamente, 60°C e 5°C. Os ensaios de dissolu¢ao realizados com estes lotes foram comparados
com o lote armazenado a temperatura ambiente (22°C). Como o lote referéncia foi colocado na
estufa (60°C) apenas durante 2 dias e no frigorifico (5°C) durante 4 dias, este tempo pode nio ter

sido suficiente para ocorrer degradagao significativa do ibuprofeno a temperaturas extremas.

A comparagdo entre o lote piloto (lote referéncia) e os lotes industriais (Al e A2) permite
verificar se existem diferencas na mudanga de escala na producao de um produto. Através da Tabela
3.11 ¢ possivel observar que o lote piloto ¢ estatisticamente igual aos lotes industriais Al e A2, pelo

que se pode afirmar que a mudanga de escala nao afeta a produgao do produto farmacéutico.
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Capitulo 4

Conclusao

O trabalho desenvolvido teve em conta essencialmente dois objetivos: validagao do método
de quantificacdo da dissolucao e desenvolvimento do método de dissolu¢ao por forma a demostrar

que o método ¢é discriminatorio relativamente a libertagao do ibuprofeno.

Relativamente a valida¢io do método analitico de quantifica¢ao da dissolugao, verificou-se
que o método é especifico, uma vez que ndo existem quaisquer sinais cromatograficos interferentes
no tempo de retengao de ibuprofeno. Pelo parametro da linearidade foi estabelecida a respetiva
curva de calibragdo linear com a equagao de polinémio de primeiro grau. A gama de trabalho foi
construida partindo de 8 padroes e definiu-se entre as concentracées 10.0 e 500.0 pg/ml. A
precisdo foi avaliada tendo em conta a repetibilidade de injecdo e precisao intermédia, em termos de
repetibilidade de inje¢io o método considera-se validado uma vez que o coeficiente de variagao foi
inferior a 2.5% e a precisao intermédia apresenta um coeficiente de variagao inferior a 3.0%, entao o
método encontra-se validado em termos de precisao. A avaliagio dos resultados relacionados com a
taxa de recuperagao permitiu chegar a conclusiao que existe boa exatidio no método desenvolvido ja
que os valores obtidos se situam na gama de resultados prevista 100 £ 5%. O erro relativo para
todos os valores obtidos das diferentes recuperagoes tedricas foi inferior a 5%. A exatidio foi
avaliada também através de um teste estatistico de onde foi possivel concluir que os valores obtidos
para cada recuperagao sao estatisticamente iguais. Através da ANOVA de fator unico, verificou-se
que nao existe efeito das concentragdoes na taxa de recuperagdo do ibuprofeno. Desta forma, o

método considera-se validado em termos de exatidao.

Tendo em conta os resultados da robustez conclui-se que o método é robusto para todas as
alteragoes efetuadas (volume de injecao, comprimento de onda, temperatura do forno, composicao
da fase moével e estabilidade de solugdes) pois o coeficiente de variagdo é inferior a 2.5%. E possivel
concluir que as solugdes padrio e amostras sao estaveis em bancada a temperatura ambiente e no
auto-injetor a uma temperatura de 20°C durante 96 horas. O método considera-se entao validado,

apo6s o cumprimento de todos os requisitos de cada uma das etapas da validagao.
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O efeito de varios fatores no perfil de dissolucdo de ibuprofeno foi avaliado segundo um
método estatistico independente de modelo (calculo dos fatores de similaridade e diferenga) e de um
método dependente de modelo (ajuste de um modelo cinético de primeira ordem). Comparando o
método independente e do método dependente, ambos apresentam um igual poder discriminatorio,
nao existindo diferengas entre utilizar o método independente e o método dependente. Dos
parametros obtidos através do melhor ajuste de uma mono-exponencial aos resultados
experimentais, o tempo ao qual 80% do API se encontra dissolvido (tssn) ¢ o parametro que

apresenta um maior poder discriminatério.

Relativamente ao efeito das alteracoes/condi¢oes verificou-se que o método é capaz de
detetar diferengas relativamente as alteragoes provocadas a formula¢do, particularmente nas
alteragoes a composi¢io do produto farmacéutico, isto é, alteragdes sem polisorbato 80, maior
tamanho da particula e menor peso do supositorio; alteracdes que apresentem uma menor
quantidade de polisorbato 80, nomeadamente 0.25% e 0.5% e uma menor velocidade de agitagao

das pas no equipamento de dissolugao.

Em relacio as condigdes de armazenamento podemos concluir que o ibuprofeno nio sofreu
degradacio, uma vez que quando se realiza o ensaio de dissolugao com os supositérios que foram
colocados a temperaturas extremas, nomeadamente a 60°C durante 2 dias e 5°C durante 4 dias, nao
se verificam alteragoes significativas. Foi também possivel verificar através da comparagao do lote
realizado em laboratério com os lotes industriais, que nao existem diferencas no que diz respeito a

transposicao de escala.

O método de dissolucao desenvolvido demonstrou ser discriminatério por forma a ser

utilizado na rotina do controlo da qualidade.
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Anexos

Anexo A — Valores médios dos resultados experimentais para a % Dissolvida

Tabela Al — Valores médios de percentagem dissolvida e coeficiente de variagiao das alteracdes A, B

e C (sem polisorbato 80) efetuadas a mesma formula¢io a cada tempo do ensaio em minutos.

T % Dissolvida
(mierﬁllf:s) Alteracio A Alteracio B Alteracio C
Média (%) CV (%) Média (%) CV (%) Média (%) CV (%)

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

5 15.4 7.7 9.5 15.3 19.2 6.2
10 26.3 9.4 20.2 7.5 45.0 12.0
15 33.9 12.1 26.8 9.7 64.0 11.5
20 39.0 12.9 33.5 8.6 74.8 10.3
30 47.6 9.0 42.9 10.2 83.9 6.6
45 58.6 8.2 51.7 6.2 89.2 3.3
60 68.9 7.3 58.6 7.3 91.6 1.8
120 89.9 3.3 72.3 6.7 93.4 0.7

Tabela A2 - Valores médios de percentagem dissolvida e coeficiente de variagao das alteragoes D, E
e I’ (diferentes quantidades de polisorbato 80) efetuadas a mesma formula¢do a cada tempo do

ensaio em minutos.

Tempo % Dissolvida
(minutos) Alteracao D Alteracio E Alteracao F
Média (%) CV (%) Média (%) CV (%) Média (%) CV (%)

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 31.5 4.6 40.4 3.8 49.5 16.8
10 57.6 4.0 68.1 2.7 71.3 10.4
15 70.6 3.7 80.9 2.5 81.0 6.9
20 77.3 3.9 85.0 2.8 86.3 5.0
30 82.3 3.4 88.5 2.8 89.7 3.9
45 85.4 2.3 90.8 2.8 90.7 4.4
60 87.3 1.9 92.0 2.6 91.1 4.0
120 89.7 1.3 93.5 2.5 91.3 3.8
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Tabela A3 - Valores médios de percentagem dissolvida e coeficiente de variacio do lote referéncia

colocado a 60°C e 5°C a cada tempo do ensaio em minutos.

Tempo % Dissolvida
(minutos) o s - EiS
Média (%) CV (%) Média (%) CV (%)

0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 51.8 6.3 45.5 9.9
10 75.5 5.0 75.4 5.0
15 84.3 5.3 86.6 2.7
20 87.5 5.6 90.7 2.1
30 89.6 5.7 93.5 1.6
45 91.1 5.7 95.3 1.2
60 92.0 5.7 96.6 1.1
120 93.3 5.8 97.9 0.7

Tabela A4 — Valores médios de percentagem dissolvida e coeficiente de variagao do lote referéncia

e dos lotes industriais Al e A2 a cada tempo do ensaio em minutos.

T % Dissolvida
(mierlllllli)(;)s) Lote referéncia Lote Al Lote A2
Média (%) CV (%) Média (%) CV (%) Média (%) CV (%)

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 48.0 9.4 42.3 10.0 43.0 17.0
10 81.2 8.1 72.9 6.3 70.9 7.3
15 93.1 8.5 86.3 3.7 82.8 3.7
20 96.5 9.0 92.0 3.1 87.5 2.3
30 98.1 9.1 95.3 2.5 90.1 1.7
45 98.3 9.3 97.0 1.8 91.4 1.2
60 97.9 9.2 98.2 1.5 92.2 0.9
120 98.1 9.2 99.3 1.1 93.2 0.7
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Anexo B — Ajuste com modelo de primeira ordem
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Figura B1 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equaciio 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucdo da % de Dissolu¢io em func¢io do tempo, relativamente ao ensaio realizado a 25
rpm (Lote referéncia).
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Figura B2 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagdo 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucdo da % de Dissolugio em func¢io do tempo, relativamente ao ensaio realizado a 75
rpm (Lote referéncia).
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Figura B3 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagdo 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucio da % de Dissolucio em funcio do tempo, relativamente a alteracio A (sem
polisorbato 80).
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Figura B4 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagio 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolu¢io da % de Dissolucio em funcdo do tempo, relativamente a alteracdo B (tamanho da
particula e sem polisorbato 80).
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Figura B5 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagdo 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucdo da % de Dissolucio em funcio do tempo, relativamente a alteracio C (quantidade de
massa de supositério e sem polisorbato 80).
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Figura B6 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagdo 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucdo da % de Dissolugdo em fungdo do tempo, relativamente a alteracdo com 0.25% de
polisorbato 80 (alteracdo D).
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Figura B7 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagio 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucio da % de Dissolugio em funcio do tempo, relativamente a alteracio com 0.5% de

polisorbato 80 (alteracdo E).
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Figura B8 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagio 2.14 (linha azul) para

cada copo de dissoluciao da % de Dissolucdo em funcio do tempo, relativamente a alteracdo com 2.5% de
polisorbato 80 (alteracdo F).
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Figura B9 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagio 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucio da % de Dissolucdao em funcio do tempo, relativamente a a0 armazenamento do lote

referéncia a 60°C.
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Figura B10 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagdo 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucio da % de Dissolucdo em funcio do tempo, relativamente a ao armazenamento do lote
referéncia a 5°C.
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Figura B11 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagio 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucdo da % de Dissolu¢io em fungio do tempo, do lote industrial Al.
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Figura B12 — Resultados experimentais (pontos verdes) e do melhor ajuste da equagdo 2.14 (linha azul) para
cada copo de dissolucdo da % de Dissolu¢io em fungio do tempo, do lote industrial A2.
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Anexo C — Resultados obtidos por copo para tse, € % Diss no fim do ensaio

Tabela C1 —Resultados obtidos para cada um dos copos de dissolu¢do para o parametro tso,

respetiva média e desvio padrao associado.

Alteracoes/Lotes ty ty ts ta ts te t+ Sy

Lote referéncia 13.7 12.8 12.2 9.66 9.18 8.47 11.0 £ 2.16

25 rpm 23.8 20.5 20.2 18.3 20.8 20.2 20.6 £ 1.78

75 rpm 9.83 10.2 10.0 8.18 8.18 6.66 8.83 + 1.78

Alteracao A 93.5 72.5 77.4 77.7 104.7 | 68.8 82.4 +13.8
Alteraciao B - - - - - - -

Alteracao C 32.3 23.7 24.1 259 36.5 23.5 27.7 £ 5.45

Alteracao D 13.8 11.6 12.7 20.6 9.93 16.5 14.2 + 3.84

Alteracido E 15.6 15.0 16.4 14.4 18.0 16.4 16.0 = 1.26

Alteracao F 28.1 20.4 26.1 21.9 241 229 239 +2.81

60°C 13.2 15.4 11.3 10.3 15.0 111 12.7 £ 2.15

5°C 13.2 13.2 14.2 12.5 12.3 10.1 12.6 + 1.40

Lote Al 15.0 12.9 10.7 13.5 14.6 12.2 13.2 + 1.62

Lote A2 17.5 15.3 15.7 12.6 10.7 15.3 14.5 + 2.42
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Tabela C2 —Resultados obtidos para cada um dos copos de dissolugao para o parametro % Diss no

fim do ensaio, respetiva média e desvio padrio associado.

Alteragdes/Lotes | %Diss; | %Diss, | %Diss; | %Diss, | %Disss | %Dissg | %Diss +S,

Lote referéncia 91.6 94.1 94.1 94.2 111 111.8 99.4 +£9.29

25 rpm 94.6 95.8 93.9 94.8 95.0 95.9 95.0 £ 0.75

75 rpm 99.4 100.2 99.6 100.8 | 100.8 | 100.5 | 100.2 £ 0.61

Alteracao A 91.3 94.7 89.2 90.9 88.1 88.0 90.4 = 2.54

Alteracao B 069.1 81.4 67.5 69.0 69.8 82.4 73.2 + 6.81

Alteracao C 94.8 95.3 96.2 93.1 93.0 95.4 94.6 £ 1.30

Alteracao D 86.3 90.4 86.2 89.5 88.3 87.1 88.0 £ 1.74

Alteracio E 94.2 94.9 90.3 94.4 89.1 90.4 92.2 + 2.56

Alteracao F 93.3 96.4 88.4 90.8 90.8 86.4 91.0 £ 3.55

60°C 85.4 87.4 95.6 97.6 87.5 96.1 91.6 £ 5.38
5°C 96.4 96.4 95.8 96.0 96.2 97.9 96.4 = 0.75
Lote Al 96.9 100.5 99.5 99.5 96.6 99.3 98.7 £ 1.58
Lote A2 91.0 93.7 93.1 92.8 92.6 93.1 92.7 £ 0.94
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Anexo D — Calculo Testes Estatisticos

Tabela D1 — Valores obtidos a 95% de confianga para o TV e terir para o parimetro constante de

velocidade por comparagao do lote referéncia com os diferentes lotes/alteracoes efetuados a

formulacio.
Lote/Alteragio TV [ -
Lote Al 3.13
2.26
Lote A2 1.37
Alteragdo A 14.29'
4.60"
Alteragao B 13.98'!
Alteragdo C 9.25" 325"
Alteragiao D 0.05 3.25
Alteragio E 3.46 2.77
Alteragao F 6.19 2.57
60°C 0.27
2.78
5°C 1.70
25 rpm 7.86
P 2.26
75 rpm 1.58

! Valores obtidos para um nivel de confianca de 99 %.
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Tabela D2 — Valores obtidos a 95% de confianga para o TV e to para o parametro tgge, por

compara¢io do lote referéncia com os diferentes lotes/alteragdes.

Lote/Alteragio TV Lerit
Lote Al 1.97
2.23
Lote A2 2.66
Alteragao A 6.97" 4.03"
Alteragao B 12.54" 317"
Alteragao C 1.78
Alteragao D 4.86
Alteragio E 8.93
60°C 1.38 2.23
5°C 1.51
25 rpm 8.43
75 rpm 2.06

! Valores obtidos para um nivel de confianca de 99 %.
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Tabela D3 — Valores obtidos a 95% de confianga para o TV e t4: para a % de dissolu¢do no fim

do ensaio por comparac¢ao do lote referéncia com os diferentes lotes/alteracGes.

Lote/Alteragio TV terit
Lote Al 0.19
2.57
Lote A2 1.76
Alteragdo A 2.30
2.22
Alteragao B 5.58
Alteragdo C 1.25 2.57
Alteragao D 2.07
2.23
Alteragio E 1.83
Alteragao F 2.97 2.57
60°C 1.79 2.23
5°C 0.76
25 rpm 1.17 2.57
75 rpm 0.21
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