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Resumo

A estabilidade de um produto farmacéutico é um pardmetro de grande importancia
que tende a avaliar a qualidade, seguranca e eficacia exigidas para o registo de produtos
farmacéuticos, de modo a cumprir com as exigéncias legais. A determinacdo da
estabilidade tem por base o cuidado existente com a saude publica, visto que a falta de
estabilidade pode comprometer a eficacia terapéutica assim como pode causar efeitos

toxicos como resultado da degradacao dos farmacos.

Este trabalho tem como objetivo a execucdo e interpretacdo de resultados de
analises de estabilidade de um estudo efetuado para o produto Ondansetron injetavel.
Além disso, pretende ainda avaliar-se, através de estudos de stress, que fatores afetam a
degradacédo deste farmaco. Assim, sera avaliado o impacto de varios fatores associados a

cinética de degradacdo do Ondansetron.

Palavras-chave: farmacos, estudos de estabilidade, degradacdo quimica, Ondansetron.
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Abstract

The stability of a pharmaceutical product is a parameter of great to assess the
quality, safety and efficacy required for registration of pharmaceutical products in order
to comply with legal requirements. The determination of stability is based on the public
health care requirements, since the lack of stability, and the consequent degradation may

compromise the therapeutic efficacy and the possible toxic effects as well.

This study aims the implementation and interpretation of results of stability
analysis for the Ondansetron Injection product. Degradation of the drug will be
essentially assessed by studies of stress. This can be reached, we by assessing the effect
of different factors, by stress studies, on the degradation kinetics of the Ondansetron.

Keywords: drugs, stability studies, chemical degradation, Ondansetron.
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Introducao






1.1 — A Empresa

Este capitulo foi retirado por questdes de confidencialidade.



Este capitulo foi retirado por questdes de confidencialidade.



1.2 — Estudos de Estabilidade

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a estabilidade em produtos
farmacéuticos é descrita como a capacidade de um dado farmaco garantir as suas propriedades
quimicas, microbiolégicas, fisicas e biofarmacéuticas dentro de uma gama de valores
especificos, ao longo do seu prazo de validade [3]. A estabilidade de um farmaco é avaliada
por recurso a testes (testes de estabilidade) que tém como objetivo demonstrar que a qualidade
de um principio ativo ou de um produto farmacéutico varia em funcdo do tempo sob a
influéncia de diversos fatores, tais como, temperatura, humidade e luminosidade. Estes,
pretendem ainda determinar um periodo de re-teste para os principios ativos e um prazo de
validade para os farmacos, bem como, definir as suas condi¢bes de armazenamento (de
acordo com o regulamento para os testes de estabilidade elaborado pela Comissdo
Internacional de Harmonizacdo - Q1A(R2) [4]. O motivo pelo qual se efetuam este tipo de
estudos em produtos farmacéuticos deve-se em grande parte a preocupacgdo existente com a
salde puablica, pois a perda da estabilidade de um farmaco pode comprometer a sua eficacia
terapéutica [5], assim como, pode proporcionar a formacdo de produtos de degradacgéo
toxicos. Deste modo, o estudo em questdo consiste num método que permite a avaliagéo,
previsdo e prevencdo de problemas associados a qualidade do produto. Os estudos de
estabilidade devem assegurar que a identidade, eficacia, pureza e inocuidade dos farmacos em
questdo, sdo asseguradas dentro dos limites especificados durante o seu prazo de validade. A
OMS exige a comprovagdo da estabilidade assim como a determinagéo do prazo de validade
dos produtos farmacéuticos, uma vez que, estes parametros sdo de elevada importancia. Os
procedimentos utilizados, tais como, a sele¢do do lote, as condi¢cdes de armazenamento, a
frequéncia dos testes, a gestdo das amostras e os resultados obtidos sdo deliberados pelas
autoridades reguladoras da satde e pelas guidelines de referéncia, nomeadamente a ICH.

Existem cinco tipos de estabilidade que devem obedecer a limites especificados
durante o prazo de validade de um farmaco [6], como pode ser observado na Tabela 1.

Tipo de Estabilidade Condicdes
Quimica Doseamento e impurezas indicadas na embalagem.
Fisica Propriedades fisicas originais (uniformidade, aparéncia, etc.)
Toxicologica Na&o se deve registar aumento da toxicidade.
Terapéutica O efeito terapéutico deve permanecer inalterado.
Microbiologica A esterilidade ou resisténcia ao crescimento microbioldgico.

Tabela 1 — Descrico dos tipos e condi¢des de estabilidade.
-5-



Quando estamos perante estudos de estabilidade, podemos realizar estudos on-going,
testes de longo prazo ou testes acelerados [7,8]. No primeiro caso, pretende-se monitorizar um
dado produto durante o seu prazo de validade, e deste modo concluir se o produto se mantém
dentro das especificacBes, mesmo em certas condi¢des de armazenamento. No que respeita 0s
testes de longo prazo, estes sdo executados sob condi¢cdes de armazenamento recomendadas,
até re-teste (no caso de matérias primas) ou fim da validade (no caso de medicamentos) de
modo a que se torne possivel a elaboracdo de um perfil de estabilidade dos produtos. Este
estudo permite assim a verificagdo das caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e
microbiologicas de um farmaco. Os resultados dos estudos a longo prazo apresentam uma
elevada importancia uma vez que permitem estabelecer ou confirmar o prazo de validade e
recomendar as condi¢Oes de armazenamento. Para testes acelerados existe o intuito de
aumentar a taxa de degradacdo quimica ou fisica de um produto farmacéutico através de
severas condicdes de armazenamento. Os resultados provenientes dos testes acelerados podem
propiciar informacdes relevantes relativamente a mudangas quimicas que poderdo ocorrer
num prazo mais longo. Deste modo, pretende-se atraves da realizagdo destes testes simular
condicdes de armazenamento severas, para além das que sdo especificadas como, por
exemplo, aquando do transporte dos medicamentos [9].

As condicGes de armazenamento de qualquer produto farmacéutico séo definidas de
acordo com as zonas climéticas para as quais o produto ird ser comercializado. Assim, as
condicdes de armazenamento e a duracdo do estudo devem, de certo modo, equiparar-se as

condicdes reais de armazenamento, distribuicdo e aplicacdo.

Na tabela seguinte encontram-se descritos 0s varios tipos de zonas climaticas.

Zona Climatica Definigéo Condigdes de Armazenamento
| Temperada 21°C / 45% HR
I Mediterranea / Subtropical 25°C / 60% HR
11 Quente e Seca 30°C / 35% HR
1V a) Quente e Himida 30°C / 65% HR
1V b) Quente e Muito Himida 30°C / 75% HR

Tabela 2 — Descricao das diferentes zonas climaticas para realizagdo de estudos de estabilidade.

Um outro tipo de estudo que pode ser executado de modo a avaliar a estabilidade de
um dado produto farmacéutico é o teste de degradacdo forcada, também conhecido por teste
de stress. Este teste consiste num processo que envolve a degradacdo de um farmaco em

condigdes mais severas do que aquelas que se verificam nos testes acelerados [7]. Segundo a
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Conferéncia Internacional de Harmonizacdo, os testes de stress sdo realizados de modo a
evidenciar a estabilidade intrinseca de um dado farmaco. Destes sdo gerados dados relativos
aos produtos de degradacdo assim como mecanismos de decomposic¢do do ingrediente ativo
[9].

Os estudos de degradacdo forcada envolvem farmacos que sdo sujeitos a condi¢cdes
austeras de fatores cataliticos externos e internos, tais como, calor, humidade, pH e luz. As
amostras sdo colhidas ao longo do tempo e analisadas de modo a verificar se existe ou ndo
degradacdo. As principais preocupacdes, durante os testes de estabilidade e 0 armazenamento
aquando da distribuicdo dos farmacos, sao as alteracdes quimicas e fisicas que podem ocorrer;
deste modo, os estudos de degradacgéo forgada servem para fornecer informagdes respeitantes
a estabilidade dos farmacos durante o seu tempo de vida [10]. O tipo de estudo aplicado

depende de farmaco para farmaco.

A realizacdo de testes de stress detém um papel demasiado importante na
determinacdo da estabilidade dos farmacos, uma vez que apresenta varios beneficios, tais

como:

« Determinacdo da sensibilidade de um produto farmacéutico perante fatores como
temperatura, humidade, luz, pH, oxigénio e catalisadores;

% Determinacdo de caracteristicas de estabilidade inerentes ao principio ativo;

% Auvaliacdo dos parametros especificos de testes que podem ser indicadores da
estabilidade do produto;

¢ Auxilia na selecéo da protecdo da embalagem;

% Avaliacdo da integridade do material que envolve os farmacos, como por exemplo,
os blisters;

¢ Auxilia na identificacdo de condicdes que devem ser utilizadas aquando do fabrico e
armazenamento;

< Auxilia no estabelecimento de um prazo de validade;

% A caraterizacdo dos produtos de degradacdo provenientes da degradacdo forcada,
contribui para a compreensdo da rea¢do quimica que ocorre;

« Auxilia na prevencdo de problemas associados a estabilidade e portanto na concecao

de formulagdes mais robustas.



1.3 — Estabilidade Farmacéutica vs Cinética Das Reac0Oes

Quimicas

A determinacdo da estabilidade e a decisdo do prazo de validade de um produto
farmacéutico tem por base a velocidade a que ocorre a degradacdo dos farmacos e os fatores
tais como, por exemplo, a concentragcdo dos reagentes afetam essa mesma velocidade. Deste
modo, a estabilidade farmacéutica relaciona-se diretamente com a cinética quimica da reacdo
[11]. A degradacdo que se verifica nos produtos farmacéuticos € essencialmente de natureza
quimica e ocorre a uma determinada velocidade [12;13]. Deste modo, existe um particular
interesse em tomar conhecimento relativamente a ordem da reacdo bem como a velocidade
que lhe esta associada, quando se pretende estudar a estabilidade quimica de um dado

farmaco.

De acordo com a cinética quimica, a velocidade da reacdo de degradacdo consiste na
variagdo da concentragdo do produto farmacéutico em relagdo ao tempo. Por recurso a
integracdes analiticas da lei cinética podem obter-se as concentracdes em funcdo do tempo.
Assim, e sabendo a velocidade inicial, é possivel prever a concentracdo dos reagentes e

produtos para qualquer valor de tempo (t).

Normalmente, as reacfes de degradacdo farmacéutica seguem todas as ordens. As
reacOes que seguem uma cinética de ordem superior a de segunda ordem sdo raras e
apresentam um certo grau de complexidade [14]. Diz-se que uma reacdo é de ordem zero
quando a degradacao do farmaco é independente da concentracdo dos reagentes e representa
uma constante ao longo do tempo. Na equacdo 1 podemos observar a expressao matematica

para reacdes de ordem zero,

—— =k, Equacédo 1

onde, C é a concentracdo do farmaco, t corresponde ao tempo e ko € a constante de velocidade

de ordem zero. Por recurso a integracdo da equacdo 1, surge a equacao 2,

C= Cy—kyt Equacéo 2

onde, C, corresponde a concentragéo inicial do farmaco.



Por sua vez, as reacOes de primeira ordem ocorrem quando a degradacdo do farmaco
apresenta uma relacdo de proporcionalidade entre a concentracdo do reagente e o tempo. A
equacdo 3 representa a equacao matematica que caracteriza uma cinética de primeira ordem,

onde k; corresponde a constante de velocidade de uma cinética desta ordem.

- % =k;.C Equacédo 3

Por integracdo da equacdo 3, surge a equacgéo 4,
C =Cqe 1t Equagdo 4

Nas reacdes de segunda ordem, a velocidade da reacdo é diretamente proporcional ao
quadrado da concentracdo do reagente. A equacdo 5 permite a determinacdo dessa mesma

velocidade.

—% = k,.C,° Equaco 5
Neste caso k, corresponde a constante de velocidade de uma cinética de segunda ordem e Ca
¢ a concentracdo do reagente A que constitui o farmaco. Por integracdo da equagdo 5 surge a
equacéao 6.
1

1 ~
o= kot + o Equacéo 6

Dentro das reaces de segunda ordem deve ainda considerar-se a possibilidade de existirem
dois reagentes diferentes, e desse modo a lei da velocidade é exposta como representado na

equacao 7.

ac ac ~
—d—tA = —d—tB = k,.C,Cg Equagdo 7
Assim Ca € a concentracdo do reagente A e Cg € a concentracdo do reagente B que

constituem o farmaco. A integracdo da equacgéo anterior, permite obter a equacéo 8.

! ln(cB"'CA) = k,t Equacéo 8
Cap—CBy

Cay-Cn
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1.4 - Fatores Que Perturbam A Estabilidade Farmacéutica

A estabilidade de um farmaco é afetada por diversos fatores, alguns dos quais, com

especial relevancia para o presente trabalho, sdo em seguida descritos:

1.4.1 — Fatores Externos

1.4.1.1 — Temperatura

A temperatura € um dos fatores que apresenta maior relevancia na estabilidade
farmacéutica, pois a medida que a temperatura se eleva a velocidade a que ocorre a
degradacdo serd superior. O aumento da velocidade, quando se regista um aumento da

temperatura, pode ser expresso pela seguinte equacdo de Arrhenius [15],
K = A. e Ea/RT Equacio 9

onde, k é a velocidade especifica da reacdo, A € uma constante correspondente ao fator pré-
exponencial, R corresponde a constante dos gases perfeitos (8,314 J/(K.mol)), E, é a energia
de ativacdo da reagdo, ou seja, a energia minima para que uma reagdo ocorra (em kJ/mol) e T
a temperatura absoluta. Por andlise da equacdo anterior, podemos concluir que o sinal
negativo para o expoente E,/RT leva a que ocorra um aumento da constante de velocidade
com o0 aumento da temperatura. Normalmente a equacdo 9 é utilizada sob a sua forma

logaritmica, como re-escrita na equacéo 10.

Eq ~
logK = — (2’303_”) + logA Equacéo 10

Esta equacdo assemelha-se a equacdo duma reta (y = mx+b) e portanto o declive da reta de
log k em funcdo de 1/T traduz a E,. A reta que é obtida a partir desta equacdo permite a
previsdo da estabilidade dos produtos farmacéuticos pela extrapolacdo dos dados do valor
obtido a temperaturas elevadas. A equagdo de Arrhenius é aceitavel para variacbes de
temperatura em que A e E, podem ser consideradas constantes [16,17]. Ao determinar o valor
da energia de ativacdo (E;) pode determinar-se a sensibilidade da velocidade de degradacgéo
de um farmaco em funcéo das variacGes de temperatura. A influéncia da temperatura pode ser
reduzida pela correta selecdo da forma de armazenamento: em temperatura ambiente, sob

refrigeracdo ou congelamento.
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1.4.1.2 - Luz

Um outro fator que influencia em grande medida a estabilidade farmacéutica € a luz.
Para comprimentos de onda mais baixos, esta pode proporcionar uma E,; mais elevada que
permite desenvolver reaces de degradacdo quimica, como por exemplo a oxidagdo, e por
conseguinte impulsionar a instabilidade dos farmacos, que a ela estdo sujeitos.

No que respeita ao processo fotoquimico, pode dizer-se que as radiacGes sdo eficazes
guando o sistema em questdo detém capacidade para as absorver, para tal, € fundamental que
a energia emitida pela luz seja absorvida pela molécula alvo. As reagdes fotoquimicas
apresentam uma dificuldade acrescida no que respeita a sua cinética, quando comparadas com
reacOes térmicas, uma vez gque apresentam um maior nimero de varidveis a elas associadas
[18]. As reacbes que sao desencadeadas pela luz, geralmente possuem uma velocidade
constante e sdo de ordem zero. A velocidade das reacOes de degradacdo pode ser afetada
quando se faz incidir luz nos farmacos. Isto, deve-se ao facto de existirem diferentes espectros
de distribuicdo da fonte de luz, a sua intensidade, também devido ao comprimento de onda
dos fotdes incidentes e ainda as propriedades espetrais das substancias [19]. Por exemplo,
segundo um estudo realizado por Maafi, a quantidade de nifedipino que é fotodegradada ao
longo do tempo é proporcional ao comprimento de onda [18].

0.016

0.012

0.008 -

0.004 4

0 200 400 600 800

Tempo /s

Figura 2 — Fotocinética de nifedipino em etanol quando submetido a irradiagdo continua com luz monocromatica de
diferentes comprimentos de onda: 235, 282, 345, 370 e 390nm [18].

A influéncia da luz pode ser reduzida pela correta sele¢cdo do material de embalagem.
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1.4.1.3 — Humidade

A humidade é um outro fator que apresenta grande influéncia na estabilidade dos
farmacos. Os produtos farmacéuticos higroscépicos, sofrem facilmente degradacdo por acéo
da humidade relativa (HR); no entanto, os ndo higroscopicos sdao afetados por este mesmo
fator, nomeadamente quando se encontra associado o efeito da temperatura. Um aumento da
humidade relativa, em condi¢bes de temperatura constante, conduz a alteracbes nos valores

dos parametros cinéticos da reacao [20].

c/(c0-c) [-]

t[h]

* RH = 509 % A RH = 66.5 % L RH = 764 %

Figura 3 — Decomposicdo de cilazapril sob condi¢des de humidade relativa (HR) varidveis e temperatura constante (T=70°C)
[20].

De acordo com a Figura 3, pode observar-se que a medida que a humidade relativa dos
farmacos aumenta, a sua decomposicao ocorre para tempos (nimero de horas) reduzidos e de
forma mais acentuada. A influéncia deste fator pode ser minimizada por recurso a embalagens
impermedveis. A humidade que se encontra presente nos farmacos afeta a estabilidade
farmacéutica de dois modos. O primeiro baseia-se na adsorcdo da agua a superficie do
medicamento dando origem a uma camada de hidratacdo na qual a substéncia se dissolve e se
deteriora. Tal, pode propiciar uma alteracéo do estado fisico do farmaco e, naturalmente a sua
reatividade, comprometendo a degradacdo do produto. Um segundo, consiste na degradacéo
promovida pela agua, levando por exemplo a hidrolise ou a hidratacdo. Neste caso, a

velocidade de degradacéo ¢ diretamente proporcional a concentracdo da agua [21].
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1.4.2 — Fatores Internos

1.4.2.1 — Hidroélise

Um outro fator que afeta a estabilidade quimica dos farmacos € a hidrdlise. Isto deve-
se ao facto de muitos dos produtos farmacéuticos apresentarem na sua COmpoSICad0 grupos
funcionais que promovem a hidrolise, tais como, amidas, ésteres, etc. Os compostos que
apresentam ésteres na sua estrutura geralmente, sdo hidrolisados, através do ataque
nucleofilico que ocorre entre o ido hidroxilo ou a &gua e o grupo éster, dando origem a um
acido carboxilico e um alcool. Produtos farmacéuticos tais como o 4cido acetilsalicilico séo
facilmente hidrolisados visto que apresentam um grupo éster na sua estrutura quimica [22,23].
Os farmacos que possuem grupos amida na sua constituicdo sdo menos suscetiveis a hidrélise
quando comparados com produtos farmacéuticos que contenham grupos ésteres, uma vez que
as amidas sdo menos eletrofilicas, como pode ser observado nas Figuras 4 e 5 [24].

O O
| |
/
RL— C —N + HO P R—C—OH + HN\
Rs Re

Figura 4 — Mecanismo da hidrélise de uma amida num &cido carboxilico e numa amina.

O @]
|| 1 - KOH, H,0, CH,0H ||
2-H, H,0

Ry — C —OCH; » R;— C—OH + CH30H

Figura 5 — Mecanismo da hidrélise de um éster num &cido carboxilico.

1.4.2.2 — Fotolise

A fotdlise consiste na absorcdo de radiacdo por parte de uma substancia ativa, de um
dado produto farmacéutico. A absorcdo da radiacdo tanto pode ser efetuada pelos reagentes
principais da reacdo fotoquimica assim como pelos reagentes fotossensibilizadores. Nestes, as
moléculas transferem a energia absorvida da radiacdo para moléculas que posteriormente
participardo na reacdo. De um modo geral, todos os principios ativos dettm em si a

capacidade de absorver radiacdes eletromagnéticas na zona do ultravioleta (UV) e do visivel
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(Vis) [25]. Quando estamos perante substancias que apresentam maximos de absorcéo
préximos da regido do visivel deparamo-nos com o facto de estas serem mas facilmente
degradadas pela luz quando comparada com a luz ultravioleta. Assim, farmacos que
apresentem na sua estrutura quimica atomos de oxigenio, azoto e enxofre encontram-se mais
suscetiveis a fotodegradacdo [12,26]. De acordo com Vargas, o O, apresenta um papel
fundamental na fotdlise da acetazolamida. Na figura 6 podemos visualizar o produto

resultante da fotodegradacéo da acetazolamida em meio aerdbio [27].

CH, B\rm:NHz CH,00
0 b, fo
—— N=—=N

Figura 6 — Fotodecomposicdo da acetazolamida.

A fotodegradacdo pode ser acompanhada por reacdes térmicas ou, por outro lado, pode
dar origem a um catalisador que promova essa mesma reacdo. Quando iniciada, a reacdo
térmica, pode permanecer mesmo apos a exposicao a radiacdo. Deste modo, é imprescindivel
obter informacGes respeitantes a estabilidade térmica dos farmacos para a realizacdo dos
estudos de fotoestabilidade [28].

1.4.2.3 — Oxidacao

Uma outra via de degradacdo quimica que pode ocorrer nos produtos farmacéuticos é
a oxidacdo. Este fator afeta a estabilidade dos farmacos visto que, durante o processamento
bem como durante o armazenamento a longo prazo destes, se encontra presente oxigénio que

desencadeia a maioria das reagdes de oxidagéo.

As reacdes de oxidagdo que se podem verificar nos farmacos sdo dependentes da sua
estrutura quimica assim como da influéncia de espécies reativas de oxigénio ou qualquer
outro oxidante. No que respeita os produtos farmacéuticos, as reaces de oxidacdo devem-se
em grande parte a influéncia do oxigénio presente na atmosfera. Esta, numa fase inicial,
decorre de um modo mais lento sendo que a velocidade de degradacdo aumenta a medida que

decorre 0 processo.

Um produto que sofre facilmente oxidacdo é a epinefrina, dando origem a uma
quinona (Figura 7) [29].
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Figura 7- Mecanismo de oxidacéo da epinefrina.

1.4.3 — Fatores Caracteristicos da Formulagao
1.4.3.1 — Polimorfismo

Existem muitas substancias quimicas que apresentam mais do que uma forma sélida.
Cada uma dessas formas tem uma estrutura cristalina diferente e portanto diferem nas suas
energias de cristalizacdo, sendo termodinamicamente estaveis ao longo de determinadas

gamas de temperatura e pressdo. Este fendmeno denomina-se polimorfismo.

Polimorfos diferentes podem ter comportamentos fisico-quimicos distintos como, por
exemplo, solubilidades e atividades bioldgicas. Este fendmeno deve-se a polimorfos
diferentes conterem diferentes arranjos atdbmicos. No entanto, quando a substancia altera o seu
estado fisico para liquido ou gasoso, estas caracteristicas alteram-se uma vez que a estrutura
cristalina do composto € destruida [30,31]. Existem varios fatores que podem dar origem a

polimorfos; um exemplo é, o aguecimento seguido de um arrefecimento brusco.

Muitos dos produtos farmacéuticos apresentam polimorfos. Quando se encontram no
estado cristalino, os farmacos exibem um nivel de energia livre inferior e, consequentemente,
apresentam um menor poder de reacdo comparativamente a farmacos amorfos que apresentam
uma energia livre superior. No entanto, cada estado cristalino contém diferentes niveis de
energia livre bem como diferentes niveis de reatividade quimica. A carbamazepina € um
anticonvulsivo que existe em trés formas nao solvatadas (a, § ,y) e numa forma di-hidratada,

sendo o di-hidrato o que apresenta menor solubilidade.
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A carbamazepina possui uma baixa solubilidade em agua e uma alta permeabilidade
intestinal. Neste caso, como a dissolucdo da droga € limitante da taxa de absor¢do do farmaco,
hd& uma maior probabilidade do polimorfismo produzir algum efeito sobre a
biodisponibilidade do medicamento. O polimorfismo é considerado um dos fatores atribuidos
as caracteristicas de dissolucéo irregular e a falhas clinicas. No que respeita a equivaléncia
terapéutica, as transformagdes polimorficas sdo irrelevantes, como o é para 0 medicamento, e
sua correspondente forma polimdrfica. A carbamazepina, enquanto suspensdo oral,
provavelmente, existe como a forma di-hidratada. Neste caso, o controlo da forma no estado
solido seria desnecessaria, visto que o di-hidrato corresponde a forma mais estavel. Quando
em comprimidos, a carbamazepina existe, provavelmente, como forma [ existindo a

possibilidade de transformacao para a forma di-hidrato menos soltvel [32].

1.4.3.2 — Incompatibilidade

De um modo geral, os ativos ndo sdo administrados isoladamente pois sao constituidos
por um conjunto de excipientes que compdem a forma farmacéutica. Por sua vez, esta pode
ser constituida por um ou mais ativos e assim podem reagir entre si ou até mesmo com 0s

excipientes, colocando em causa a estabilidade e a eficacia do farmaco.

A mistura do &cido acetilsalicilico com estearato de magnésio, amplamente utilizado
em comprimidos como lubrificante, € bem conhecida por estudos realizados, que ddo conta da
incompatibilidade associada a mudancas de comportamento térmico, sendo portanto

necessario algum cuidado com outros sistemas pois tal fenémeno pode ser observado [33].

1.4.3.3 - pH

O pH é um fator que influencia em grande medida a velocidade das reacGes uma vez
que as principais reacdes que desencadeiam a degradacdo dos produtos farmacéuticos séo a
hidrélise e a oxidagdo. Estas reacdes veem a sua velocidade aumentada por acdo de &cidos
e/lou bases, que servem como catalisadores [34]. Um farmaco para apresentar um bom
desempenho deve, entre outros fatores, libertar os agentes terapéuticos de um modo eficaz
como resposta ao ambiente local, como por exemplo o pH do meio. Tal deve verificar-se para

reduzir os efeitos colaterais indesejados a outros tecidos.
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De acordo com o estudo realizado por Rezaei, entre todos os estimulos aplicados, o pH
acido desencadeia a libertacdo seletiva de farmacos anticancerigenos, uma vez que o pH em
tumores primarios e metastaticos se encontra mais baixo do que o pH do tecido normal (7.4) e
do pH intracelular dos seus lisossomas sdo ainda mais acidas (pH 5-5,5). Por conseguinte a
criagdo de um nanomaterial sensivel ao pH, capaz de conduzir a droga ao tumor alvo, é um
sistema estavel a um pH fisiol6gico, no entanto sob condigBes &cidas ndo muito severas
facilita a libertacdo do farmaco, podendo resultar num aumento significativo da eficacia

terapéutica e numa diminuicéo da vertente citotoxica [35].

1.4.3.4 — Tamanho da particula

O tamanho das particulas dos componentes, que constituem os farmacos desempenha
um papel relevante na estabilidade quimica destes, uma vez que quanto maior é a area
superficial da particula, menor é a reatividade do produto. No que respeita a estabilidade
fisico-quimica de produtos farmacéuticos, o tamanho da particula é também um fator que
pode interferir. Geralmente, quando se trata de emulsGes e suspensdes estas podem estar
sujeitas a alteracbes quer na sua aparéncia, alteracfes na uniformidade de dose, bem como,

alteracdes na sua biodisponibilidade.

O tamanho da particula tem um efeito significativo sobre a cinética dos farmacos e
portanto a sua distribuicdo uniforme € considerada como uma condi¢do essencial. Este € um
fator que limita em grande medida as potenciais aplica¢des dos produtos farmacéuticos, uma

vez que a sua estabilidade fica comprometida [36].

1.4.3.5 — Vaporizacao

Quando falamos em vaporizacao, referimo-nos a perda de um liquido, podendo este
ser solvente de um dado produto farmacéutico. De um modo geral, este fator de degradacéo
aumenta & medida que se eleva a temperatura e assim o farmaco pode ver a sua concentracao
aumentada ou, até mesmo, a uma sobredosagem aquando da administragdo deste. A
vaporizagcdo pode promover um processo de precipitagcdo se, se verificar um aumento da

solubilidade do farmaco [37].
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1.5 - Produto Farmacéutico Em Estudo

O produto farmacéutico que foi sujeito aos testes de degradacdo forcada, de modo a
avaliar a sua estabilidade, foi o Ondansetron, sob a forma farmacéutica de uma solugéo

injetavel.

O Ondansetron sob a forma de cloridrato de Ondansetron, é um farmaco que pertence
a categoria farmaco-terapéutica Il — 6: Sistema nervoso cerebrospinal. Antieméticos e
antivertiginosos. Este farmaco esta indicado na prevencéo e tratamento de nduseas e vomitos
causados pela quimioterapia ou radioterapia, fortemente emetizantes. Quimicamente, este
produto farmacéutico é conhecido como 4H-carbazol-4-ona, 1,2,3,9-tetrahidro-9-metil-3-(2-
metil-1H-imidazol-1-il)metil-monohidrocloreto,(+)-dihidratado, estando a sua estrutura

molecular representada na Figura 8.

0
1
N
%}\X HCl . 2H,0
==
N H,c~ N

/
H;C

Figura 8 - Estrutura Molecular do Ondansetron HCI.

O Ondansetron, enquanto matéria-prima apresenta-se como um po branco ou quase
branco, sendo pouco soltvel em &gua e em alcool, ligeiramente soltvel em alcool isopropilico
e em diclorometano e pouco soltvel em acetona, cloroférmio e acetato de etilo.

Relativamente ao processo de fabrico, a sequéncia de reacdes que ddo origem ao
cloridrato de Ondansetron dihidratado, encontra-se descrita nas Figura 9 a 14. No instante
inicial, ocorre a hidrogenacao do resorcinol para dar origem a 1,3 — dicetona (OND-1A). Esta,
ao reagir com a fenilhidrazina e na presenca de acetato de sddio permite chegar ao derivado

de fenilhidrazona (OND-1) como se pode observar pelo esquema indicado na Figura 9 [38].

(o]
oH NHNH,
@ @ e ©\
Hy/Pd/C —_—
—_— +
OH o E—N

M.E.C6H8O2 M.E:C12H 1 4N20
M.F:CHeO2 M.W:112.0 M.W:202.0
M.W:110.0 OND-I

OND-1A -

Figura 9 — Hidrogenac&o do resorcinol e posterior reacdo com fenilhidrazina.
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O derivado de fenilhidrazona sofre ciclizacdo de Fisher, sob condi¢des &cidas, e produz o

derivado de carbazolona (OND-II) - Figura 10.

0
e
—_—
N
N—N H
H

M.F:C12H14N20 M.F:C12H INO

M.W:202.0 M.W:185.0

OND-I OND-II

Figura 10 - Ciclizag8o de Fisher do derivado de fenilhidrazona.

Na Figura 11 verifica-se que o derivado de 1,2,3,9-tetrahidro-4H-carbazol-4-ona (OND-II)

sofre metilacdo por acdo do dimetilsulfato, em meio alcalino, dando origem a OND-III.

I
H’{-:‘Emf’ hh] [CH, |Eﬂﬂ OH- [ "'\-\.H l‘.-'
'\-\._H-:-_'__".'-: "-\.N ""'-\.\_.-"". -__ -\-\.HH-__
H
GH.:

M.F: C,H, NO M.F: C,H,NO
MW 18500 MW 1m0

OMND-I1I

Figura 11 - Metilagéo do derivado del,2,3,9-tetrahidro-4H-carbazol-4-ona.

O OND-III sofre uma recdo de Mannich, na presenca de formaldeido e cloridrato de
dimetilamina, promovendo a aparecimento de um sal denominado de cloridrato-3-
[(dimetilamino) metil]-1,2,3,9-tetrahidro-9-metil-4H-carbazol-4-ona (OND-1V), Figura 12.

CHz - N(CHg)2.HCI
| |

+ HCHO +(CHgs)z2NH.HCI

b o

M.E-C}3H] 3NO M.F:C6H21CIN20

M.W:199.0 M.W:292.5

OND-IlI OND-IV

Figura 10 — Reacdo de Mannich do OND- IlI.

-19-



Por condensacdo de OND-IV com 2-metilimidazol surge o Ondansetron (OND-V), tal como

representado na Figura 13.

CH

Q H 3
~CH, 0
N\ Ny N N
CH, "N \—/
\ HC g \
I |
CH, CH,
OND-IV OND-V

Figura 11 — Condensacdo do OND-1V para formagdo do Ondansetron base.

O Ondansetron base (OND-V) é tratado com acido cloridrico e 4gua para se obter o cloridrato

s

« L
N Q
O~ —= O
\ H:0 \ HCI 2H,0

de ondansetron dihidratado, como pode ser observado na Figura 14.

)
CH, (I)Ha
OND-V Cloridrato de Ondansetron Dihidratado

Figura 14 — Tratamento do OND-V com &cido para dar origem ao cloridrato de Ondansetron dihidratado.

O cloridrato de Ondansetron dihidratado apresenta um centro assimétrico, como
podemos observar na Figura 8 (carbono 1), e no que respeita a quiralidade do produto, pode
dizer-se que é um composto racémico uma vez que resulta numa mistura de igual proporcéao
dos isomeros S e R.

Em termos polimdrficos ndo existem relatos da existéncia de mais do que uma forma
para 0 caso do Ondansetron.HCI.H,0. No entanto, existem nove formas poliméricas distintas

para produtos de cloridrato de Ondansetron monohidratado e anidro.

O cloridrato de Ondansetron dihidratado apresenta um perfil de impurezas. Estas

encontram-se descritas na tabela seguinte.
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Impureza Estrutura Molecular

Férmula

Molecular

Origem da

Impureza

_‘_,hl
CHy Material de
A | CeH20N,O.HCI )
Partida
I Hcl
Gy
g ,,;,“@
B W C37H38N602 SprrOdUtO
I
@ | Material de
C Ci3H1sNO )
Partida
CHy
i CH.
| : Produto de
D CusH13NO
i Degradacéo
CHa
X
E HN\ o N,- CsH4N3 Reagente
HEI-
F HN™ SN C4HeN2 Reagente
\—/
G Ci7H17N3O Subproduto
H C17H17N3O Subproduto

Tabela 3 - Lista de impurezas e produtos de degradacéo do Cloridrato de Ondansetron dihidratado.
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A impureza A surge como um intermediario. Este é controlado durante o processo e
pode ser encaminhado até ao produto final se ndo reagir. JA a impureza B surge durante a
formacdo do Ondansetron livre de base. Por adi¢do da mistura 4gua + metanol na fase em que
se verifica a auséncia de base, podem remover-se substancialmente as impurezas B. Quanto a
impureza C, esta aparece no material de partida, e tal como a impureza A, pode ser
encaminhada para o produto final, se permanecer sem reagir. A impureza D, por sua vez,
existe como um intermediario. O aparecimento da impureza E encontra-se relacionado com a
aplicacdo do 2-metilimidazol. No que respeita a impureza F, o 2-metilimidazol é utilizado
como matéria-prima na fase em que o Ondansetron se encontra sem base, e mesmo apés a
reacdo e a lavagem do produto com uma quantidade de agua considerdvel, existe a
possibilidade de retencdo desta mesma impureza. A formacgdo da impureza G serd observada
se 0 2-metilimidazol apresentar mais do que 0,10% de imidazol. Por ultimo, a impureza H

surge como um subproduto [39].
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1.6 — Processo de Esterilizacdo De Produtos Farmacéuticos

Quando se menciona a esterilidade referimo-nos a auséncia de microrganismos. Uma
vez que a esterilidade de um produto ndo é garantida por testes, é necessaria a aplicacdo de
um processo de producdo que se encontre devidamente validado. Deste modo, é essencial que
o procedimento de esterilizacdo escolhido para o produto e para o seu recipiente final ndo
afete a eficacia do mesmo e possa garantir a sua integridade. Quando o processo ndo é
cumprido, tal como foi estabelecido aquando da sua validagdo, pode comprometer o produto
pois pode ser ndo-estéril ou até mesmo apresentar-se deteriorado. Sempre que se verificarem

alteracdes ao procedimento é necessaria uma revalidacao.

De modo a minimizar a carga biologica na pré-esterilizacdo, é necessario adotar certas
medidas tais como o uso de componentes que possuam um nivel baixo de contaminagdo
microbiana. Sempre que existam suspeitas da existéncia de elementos suscetiveis a
contaminacdo devido a sua origem, natureza ou metodo de preparacdo, é recomendavel a
aplicacdo de um processo de eliminacdo microbioldgica. Estes métodos aplicam-se
principalmente para inativar ou remover bactérias, leveduras e bolores. Sempre que possivel,
0 processo usado recorre a esterilizacdo do produto na sua embalagem final (esterilizagéo
terminal). Quando ndo se torna possivel a esterilizacdo por recurso a um filtro 0,22 micras
entdo recorre-se a um processamento asséptico, sendo viavel um tratamento adicional, como
por exemplo, o0 aquecimento do produto no seu recipiente final. Em qualquer um dos casos, e
de modo a manter a esterilidade do produto ao longo do seu periodo de vida Util, a presenca

do recipiente e a respetiva tampa é fundamental.

A inativacdo de microrganismos por meios fisicos ou quimicos segue uma lei
exponencial, portanto, existe sempre uma probabilidade estatistica de um dado microrganismo
sobreviver ao processo de esterilizacdo. Para um determinado processo, a probabilidade de
sobrevivéncia € determinada pelo nimero, tipo e resisténcia dos microrganismos presentes,

assim como, pelo meio ambiente no qual se encontram durante o tratamento [40].

A esterilizagdo pode ser executada por varios métodos, sdo eles: a esterilizacdo
terminal; a esterilizag&o por calor seco; a esterilizacdo a vapor (aguecimento no autoclave); a
esterilizacdo por radiacOes ionizantes; a esterilizagdo a gas; a esterilizacdo por filtragdo ou
ainda a esterilizacdo por preparacdo asséptica. Estes métodos, podem sofrer algumas
modificagdes ou até mesmo combinacdes de alguns deles se 0 processo se encontrar

devidamente validado. Para todos os métodos de esterilizacdo, as condigdes criticas de
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operacdo sdo monitorizadas a fim de confirmar que as condi¢cdes necessarias, previamente

determinadas, abrangem todo o lote, durante todo o processo de esterilizacéo.

Neste trabalho apenas sera mencionada a esterilizagdo por meio de vapor saturado sob
pressdo (aquecimento no autoclave). Sempre que estejamos perante solugdes aquosas, esta
esterilizacdo é a recomendada, a menos que o produto seja termosensivel. Durante todo este
processo sdo adquiridos dados relativamente as condicGes fisicas, nomeadamente temperatura
e pressdo, provenientes do interior do autoclave. As condi¢des ao longo de cada ciclo sao
devidamente gravadas, por exemplo, sob a forma de um gréfico de temperatura em funcdo do
tempo. Quando se efetua este tipo de esterilizagdo, obtém-se um valor de Fo. Este valor
consiste na letalidade, que € expressa em termos do tempo equivalente a que a temperatura se
encontra a 121°C, de um dado produto na sua forma final, com referéncia aos microrganismos
que possuem um valor Z teérico de 10. O valor de F, total deste tipo de processo tem em
conta o aguecimento e o arrefecimento das diversas fases de cada ciclo, podendo ser calculado
com base na integracdo das taxas de destruicdo de microrganismos relativamente ao tempo,

num certo intervalo de temperatura.

Na equacdo 11 podemos visualizar a expressdo matematica que permite a

determinacéo do valor do Fo.

em que, Di,; corresponde ao valor D dos esporos de referéncia a 121°C, Ny corresponde ao
namero inicial de microrganismos viaveis, N é o nimero final de microrganismos viaveis, e 0
IF corresponde ao fator de inativacdo. O valor D (valor de reducdo decimal) é o valor de um
parametro de esterilizacdo que é necessario para reduzir o nimero de organismos a 10% do

namero original [41].

A equacdo 12 permite determinar o valor de Z, correspondente a resisténcia ao calor
qgue cada microrganismo oferece quando ocorrem mudancas na temperatura. Por outras
palavras, o valor de Z baseia-se na mudanca de temperatura que € necessario acontecer para
que o valor de D altere num fator de 10.

T,-Ty

= TonD. JlosD; Equagdo 12

O Ondansetron injetavel € um farmaco que, tal como muitos outros, é esterilizado por

recurso a esterilizagdo por meio de vapor saturado sob pressdao (aquecimento no autoclave).
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O ciclo aprovado para a esterilizacdo deste medicamento € um ciclo overkill. Um ciclo
overKill consiste num ciclo a 121°C com FO de 15. Uma vez que se trata de uma solugéo
aquosa, este tipo de esterilizacdo é a mais viavel. No entanto, verificou-se a dada altura que
apos a esterilizacdo este produto farmacéutico apresentava um nivel de impurezas mais
elevado do que o normal, em especial no que respeita a impureza D. Perante tal evidéncia foi
realizado um estudo de modo a compreender de que modo é que a impureza D variava com

diferentes valores de Fg.

Assim, foram analisados 4 lotes distintos de Ondansetron injetavel, sendo cada lote

dividido em 4 esteriliza¢des, sendo que os resultados obtidos podem ser observados na Figura
15.
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Figura 15 — Niveis da impureza D em vérios lotes de Ondansetron quando submetidos a esterilizagéo.

De acordo com a figura anterior, podemos verificar que em todos os lotes, a medida
que o tempo de esterilizagdo da amostra (Fo) de Ondansetron é superior, o nivel da impureza
D aumenta chegando mesmo a ultrapassar o valor limite da especificacdo, ou seja, 0,1%.
Estes factos levam-nos a crer que o fator temperatura aliado ao fator tempo pode provocar
uma degradacdo do fa&rmaco que se pode traduzir num aumento das impurezas deste, em

particular da impureza D.
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1.7 — Objetivo

Pelo que foi mencionado anteriormente, existe, portanto um certo interesse em
compreender de que modo as elevadas temperaturas a que sdo submetidas as ampolas de
Ondansetron, influenciam na degradacdo deste produto farmacéutico. Importa também
compreender se a degradacao a longo prazo é ou ndo afetada pelo facto do produto ter sofrido
um ciclo mais agressivo

Neste trabalho pretende-se ainda verificar se existem outros fatores que, aliados ao

fator tempo, apresentem impacto na estabilidade do farmaco em questéo.
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Capitulo 11

Parte Experimental






2.1 — Reagentes e Solucoes

Os reagentes utilizados neste trabalno como agentes de degradagdo foram o0s

seguintes:

e Hidroxido de sédio 1M, preparado através da diluicdo de 20 mL de NaOH 10M para
um bal&o de 200 mL com agua milli-Q;

e Acido cloridrico 1M, preparado diluindo 83 mL de HCI 37% (fabricante Fisher
Chemicals) para 1000 mL com agua milli-Q;

e Perdxido de hidrogénio 30%, H,O; (fabricante Merck).

No que respeita as fases moveis, preparou-se uma fase movel A que corresponde a
uma solucdo aquosa de dihidrogenofosfato (dihidrogenofosfato de sddio dihidratado,
fabricante Sigma-Aldrich) e ainda uma fase movel B correspondente a uma mistura de fase

movel A com acetonitrilo (fabricante VWR Chemicals).

Como solvente foi utilizada agua Milipore (H,O milli-Q), esta é uma é&gua
ultrapurificada sendo portanto bastante utilizada em laboratorios fisico-quimicos, em diversas

aplicacdes analiticas dado o seu grau de pureza.

Para a preparacdo dos padrdes recorreu-se a um padrdo secundario. Este consiste numa
matéria-prima cuja pureza foi aferida através de uma andlise contra um padrdo primério de
pureza conhecida adquirido a uma farmacopeia. Assim, esta matéria-prima pode entdo ser

utilizada para analises de quantificacdo como um padrdo secundario.

As amostras de Ondansetron ndo sofrem qualquer tipo de tratamento prévio antes de

serem submetidas aos testes de degradacéo.
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2.2 — Métodos Experimentais

2.2.1 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Na execucdo deste trabalho, a andlise das solucbes padrdo e amostras para
quantificacdo do ativo e suas impurezas foi efetuada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia, vulgarmente designada por HPLC.

A cromatografia consiste num método que permite a separacdo, a identificacdo
qualitativa e a determinacdo quantitativa dos componentes quimicos de uma dada mistura. Em
cromatografia € comum o uso de uma fase estacionaria, normalmente retida numa coluna ou
sobre uma superficie plana, e uma fase movel que se faz passar através da fase estacionaria
transportando a mistura dos analitos. Esta Ultima, tanto pode ser um liquido como um gas, ou
ainda um fluido supercritico. Quando numa amostra existem dois ou mais componentes, estes
podem ser separados por eluigcdo. A figura seguinte (Figura 16) retrata esquematicamente todo

€SSe pProcesso.

Fase mavel

— Detector

Simal &k
desectar

® T:ampo

Figura 16 —a) llustracdo da separacdo de componentes de uma dada mistura por eluigdo. b) Sinal obtido pelo detetor a
medida que se vai dando a eluicéo [42].

A coluna é revestida por um solido inerte, finamente dividido que retém a fase
estaciondria na sua superficie. A fase mdvel ocupa os espacos existentes entre as particulas
desse material. Assim, a amostra € introduzida na coluna no instante t,, € 0S componentes

dividem-se entre a fase movel e a estacionaria.
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O processo de eluicdo ocorre ao fazer passar a amostra pela coluna por acdo da fase movel.
Ao ser introduzida continuamente a fase mdvel, a quantidade da amostra que se encontra
retida na fase estacionéria desloca-se através da coluna e ocorre uma divisdo adicional entre
as duas fases, como pode ser observado na Figura 16 a) para o tempo t;. Este processo decorre
de igual modo numa série continua de transferéncias entre as duas fases. A velocidade média
para a migracdo do soluto esta diretamente relacionada com o tempo que permanece na fase
movel. Pode dizer-se que essa fracdo de tempo é pequena se os solutos apresentarem grande
afinidade com a fase estacionaria, e portanto, serdo mais retidos como podemos observar para
0 componente B na figura anterior. Por outro lado, o tempo do analito na fase movel sera
maior quando se verificar uma maior afinidade com esta, logo é eluido mais rapidamente,
como podemos observar para o componente A da Figura 16. As diferencas existentes nas
velocidades proporcionam a separacdo dos componentes da mistura ao longo da coluna. A
medida que os componentes sdo eluidos da coluna sédo detetados pelo detetor produzindo um
cromatograma semelhante ao ilustrado na Figura 16 — b [42].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia surgiu nos anos 60 do século 20. Esta
baseia-se nos avancos da cromatografia liquida classica e distingue-se pelo uso de colunas
mais estreitas, com diametro interno de 2-5mm, com empacotamento de particulas muito
pequenas, 3-10 um, que compbem a fase estacionaria. Este tipo de cromatografia, entre o0s
varios tipos de cromatografia por eluicdo, € a mais utilizada [43]. Nesta, a fase movel serd um
solvente liquido onde estd contida a amostra sob a forma de uma mistura de solutos. Pode
dizer-se que a cromatografia liquida € um dos métodos de separacdo mais eficaz e, por isso,
apresenta uma grande versatilidade de aplicaces. Estas vao desde a aplicacdo na quimica
farmacéutica, na quimica forense, na bioquimica, nas ciéncias ambientais, na area alimentar,

assim como também na toxicologia.

Com base no mecanismo de separacdo ou pelo tipo de fase estacionaria pode
classificar-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia como sendo: parti¢cdo ou cromatografia
liquido-liquido, adsor¢do ou cromatografia liquido-sélido, troca idnica, cromatografia por

excluséo, cromatografia por afinidade e cromatografia quiral.

No que respeita ao equipamento de HPLC, este é constituido por um sistema de
bombas, um injetor, um forno onde se introduz a coluna, um detetor e ainda um sistema de
aquisicdo de dados. A fase mdvel é bombeada a partir de um ou mais reservatorios, sendo que
esta é conduzida para a coluna, normalmente a uma velocidade constante, e posteriormente ao
detetor [42].
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Na Figura 17 podemos observar um equipamento de UPLC (cromatografia liquida de
ultra eficiéncia) que tem também a funcionalidade de HPLC. A cromatografia liquida de ultra
eficiéncia baseia-se nos mesmos principios da cromatografia de alta eficiéncia mas utiliza
fases estacionarias com particulas de menor diametro, abaixo de 2um, e tem a capacidade de
trabalhar a pressdes acima de 100MPa. O uso de particulas menores em conjunto com as altas
velocidades lineares da fase movel aumenta a resolugdo e diminui os tempos de corrida, e
consequentemente, 0 consumo de reagentes. A designacdo de UPLC é associada a uma marca

especifica de fabricantes de equipamentos deste género.

Tabuleiro de
retencdo para
reservatorios de

solventes
Forno da
Detetor
coluna de
UPLC
Injetor
Autosampler

Forno da coluna
de HPLC

Sistema
binéario de
Bombas

Figura 17 — Equipamento de UPLC com a funcionalidade de HPLC e seus respetivos constituintes.

O sistema de bombas € essencial para fazer circular a fase mével com um caudal
controlado. Estas bombas encontram-se equipadas com sistemas controlados por
microprocessadores, sendo capazes de transportar a fase movel de modo constante (elui¢do
isocratica) ou de modo varidvel (eluicdo por gradiente), de acordo com um programa pré-
definido.

Relativamente ao injetor, este permite introduzir a solugdo em analise na fase movel

conduzindo-a até a cabeca da coluna. Este processo pode ocorrer para pressdes elevadas.
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O sistema de injecdo pode ser manual ou automatico, no entanto, carateriza-se por ter um

ciclo fixo e o volume é variavel. Hoje em dia, a maioria dos injetores sdo automaticos

minimizando a ocorréncia de erros associados a prépria injecéo.

Quanto as colunas, ou fases estacionarias, estas podem ser de varios tipos, de acordo

com o seguinte:

X/
L X4

X/
L X4

Silica, alumina ou grafite porosa, utilizada em cromatografia de fase normal, em que a
separacdo consiste nas diferencas de adsorcao e/ou distribuicao de massa;

Resinas ou polimeros com grupos acidos ou basicos, utilizados em cromatografia de
troca idnica, onde a separacdo se fundamenta na competi¢do entre os iGes a serem
separados e os da fase movel;

Silica porosa ou polimeros porosos, utilizados na cromatografia por exclusdo de
tamanho, em que a separacdo se baseia nas diferencas entre os tamanhos/volume das
moléculas;

Suportes quimicamente modificados, constituidos por polimeros, silica ou grafite
porosa, utilizado na cromatografia liquida da fase reversa, onde a separacdo assenta
principalmente na particdo das moléculas entre as fases movel e estacionéria;

Fases estacionarias quimicamente modificadas, para a separacdo de enantibmeros

(cromatografia quiral).

Grande parte das separacdes, fundamentam-se em mecanismos de parti¢do utilizando

silica quimicamente modificada como fase estacionaria e solventes polares como a fase

moével. Um fator que apresenta alguma relevancia na determinacdo das propriedades de

separacdo do sistema cromatografico é a natureza da fase ligada. Na tabela seguinte, estdo

descritas as fases ligadas mais aplicadas.

Grupo Funcional Estrutura Coluna
Hexil Si-[CH,]s-CHs Co
Octil Si-[CH,],-CH; Cs
Octadecil Si-[CH;]17-CH3 Cui
Fenil Si-[CH,]n-C¢Hs CsHs
Cianopropil Si-[CH,]s-CN CN
Aminopropil Si-[CH,]3-NH, NH,

Tabela 4 — Fases ligadas mais comumente aplicadas.

-33-



Quanto as fases mdveis, quando apresentam um pH na ordem dos 2.0 aos 8.0, é
aconselhavel utilizar colunas de fase reversa, uma vez que sdo estaveis nestas condi¢oes. Para
uma gama de pH mais vasta deve utilizar-se grafite porosa ou particulas de materiais
poliméricos. Em cromatografia liquida, recorre-se a fase normal na presenca de solventes
apolares, contudo, serd empregue a fase reversa quando estamos perante fases moveis
aquosas.

No que respeita aos detetores, pode afirmar-se que os espetrofotdmetros ultravioleta /
visivel sdo os mais comuns. De qualquer modo, existem outros tais como: espetrofotometros
de fluorescéncia, refratdbmetros diferenciais, detetores eletroquimicos, espectrometros de

massa, entre outros.

Quando efetuamos uma analise em HPLC, devemos ter em conta o equilibrio da
coluna com a fase maével e o fluxo que esta deve apresentar, bem como a temperatura até se
obter uma linha de base consideravelmente estavel. As solucBes a analisar, tal como as de

referéncia sdo posteriormente preparadas, consoante as especificaces de cada método. [44]

Para a realizacdo deste trabalho recorreu-se a um equipamento de UPLC com a

funcionalidade de HPLC e que apresenta um detetor DAD UV-Vis, da marca Waters.

2.2.2 — Potenciometria

A potenciometria € um método de andlise que tem como fundamento a medida da
diferenca de potencial de células eletroquimicas, em circuito aberto. Este método, pode ser
utilizado na determinacdo do ponto final de titulagbes potenciométricas ou ainda na
determinacdo de concentracdes de espécies idnicas, com base no potencial de elétrodos de
membranas seletivas a iGes. Estes ndo apresentam qualquer tipo de perigo de interferéncia,
sendo considerados como uma forma répida e ndo destrutiva na quantificacdo de catibes e

anioes.

Os métodos potenciométricos apresentam uma panoplia de aplicagcdes, como medidas
de pH em produtos comerciais e utilizagdo em laboratérios de analises clinicas; permitem

também o controlo de poluentes em efluentes, etc.

No que respeita 0 equipamento necessario a analise de potenciometria, este é simples e

barato. Dele fazem parte um elétrodo de referéncia e um elétrodo indicador, uma ponte salina
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e um dispositivo de medida da diferenca de potencial. Na Figura 18 pode observar-se um

esquema representativo de uma célula utilizada em determinacfes potenciométricas [42].

Medidaor digital

Eletrodo de .
referéncia, - —
'El:!' _—-"'j-\
Eletrodn
indicador
Eﬁfmetﬁcu}. E
Ponte salina,— d =
E .

Membrana —
pOrosa

Figura 18 — Esquema representativo de uma célula para determinacdes potenciométricas.

O elétrodo de referéncia consiste numa meia-célula que possui um potencial de
elétrodo conhecido que se mantém inalterdvel para temperaturas constantes, sendo
independente da constituicdo da solucdo do analito. Este elétrodo deve ser robusto e deve
manter o seu potencial constante mesmo por efeito de pequenas correntes. O elétrodo de
referéncia pode ser de calomelano, Hg.Cl,, bastante utilizado uma vez que é facilmente
preparado, no entanto, apresenta-se desvantajoso em situacdes em que ocorrem variacoes
substanciais de temperatura durante as medidas. O elétrodo de referéncia pode ainda ser de
prata/cloreto de prata, Ag|AgCI, encontrando-se estes disponiveis comercialmente em varias
formas e tamanhos.

Por outro lado, o elétrodo indicador, que fica imerso na solu¢do que contém o analito,
apresenta um potencial que oscila de acordo com a concentragdo do analito. Este é
considerado ideal quando responde de forma répida e reprodutivel a alternacGes na
concentragdo de um analito. Os elétrodos indicadores podem ser metalicos, de membrana ou

ainda baseados em transistores de efeito de campo seletivo de ides.

Quanto a ponte salina, esta, tem como funcdo prevenir que ocorra mistura dos

componentes da solucéo do analito com os componentes do elétrodo de referéncia.
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A configuracdo de um pHmeter vulgar baseia-se num elétrodo indicador com membrana de
vidro e um elétrodo de referéncia interno de Ag/AgCl, situados no centro de uma sonda
cilindrica. Este tipo de sonda é bastante conveniente quando comparado com um sistema de
duas sondas pois pode apresentar um tamanho menor. A membrana de vidro sensivel ao pH
encontra-se na ponta da sonda. No interior desta membrana a concentracdo de protdes é
constante, no entanto, a concentracdo no seu exterior é determinada pela concentracdo dos
protdes presentes na solugdo. Esta diferenca de concentracdo causa uma diferenca de
potencial, que pode ser medida por um medidor de pH e, portanto, o elétrodo gera diferencas
de potencial (geralmente em milivolts) que sdo convertidos para uma escala de pH. Este

equipamento é capaz de obter precisées na ordem dos 0,001 a 0,005 unidades de pH.

Como qualquer outro instrumento de analise, 0 pHmeter necessita de calibragdo de
acordo com valores referenciados em cada solugédo de calibracdo, para tal, recorre-se a
tampdes com pH igual a 4, 7 ¢ 9. A frequéncia das calibrac6es encontra-se relacionada com a

frequéncia de anélises efetuadas, bem como, com a qualidade do aparelho [42].

Para a realizacdo deste estudo recorreu-se a um medidor de pH da marca Metrohm.
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2.3 — Procedimento Experimental

De modo a efetuar um estudo que permita avaliar a estabilidade do Ondansetron foi
necessario compreender em que medida € que o0 seu comportamento varia ao longo do tempo
sob a influéncia de varios fatores, entre eles a temperatura, humidade e agentes de

degradacédo. Assim, foram realizados estudos de estabilidade e testes de stress.

Os estudos de estabilidade, tal como discutido no capitulo 1.2, baseiam-se na
avaliacdo do comportamento do farmaco ao longo do seu tempo de vida, sob a influéncia de
diferentes fatores, e.g., a temperatura. Neste estudo foram analisadas amostras de
Ondansetron de um dado lote armazenado em cémaras de estabilidade nas condicdes de
temperatura e humidade relativa de 30°C/75%HR e 40°C/75%HR.

Os testes de stress, tal como referido no capitulo 1.2, consistem em submeter amostras
deste farmaco a diversas degradacOes, tais como: degradacdo acida com HCI, degradagdo
basica com NaOH, degradacdo por oxidacdo com peréxido de hidrogénio e degradacdo por

temperatura.

Para a degradacdo &cida, foi necessario misturar o contetdo de varias ampolas de
Ondansetron e medir o pH da amostra. De seguida, adiciona-se HCI 1M até se obter um pH de
2 + 0,05. Esta mistura foi colocada a degradar durante um periodo de 3 horas numa estufa a
60°C. Posteriormente, a amostra € retirada da estufa, e quando se encontra a temperatura

ambiente, é ajustado o pH com NaOH 1M para o seu pH inicial.

No que respeita a degradacdo bésica, inicialmente misturaram-se o conteddo de varias
ampolas de Ondansetron e verificou-se qual o pH da amostra. De seguida, adicionou-se
NaOH 1 M de modo a tornar a solucdo basica, com um pH de 11 + 0,05. A amostra €é
colocada depois a degradar na estufa a 60°C, durante 3 horas. Passado esse tempo, deixa-se a
amostra voltar a temperatura ambiente e ajusta-se o seu pH para o seu valor inicial utilizando
HCI 1 M.

Quanto a degradacdo por oxidacdo, misturou-se o contetdo de varias ampolas de
Ondansetron e adicionou-se 2 mL de H,O, 30%. Esta mistura permanece a degradar durante

24 horas, a temperatura ambiente e protegida da luz.

Por fim, a degradacdo por temperatura é efetuada colocando ampolas de Ondansetron
na estufa a temperatura de 80°C durante um periodo de 24 horas. Uma outra condicdo

utilizada para avaliar a influéncia deste fator na estabilidade do farmaco, foi colocar a amostra
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a degradar a 121°C durante 24 horas. Avaliou-se ainda qual o impacto de uma segunda

esterilizagdo do Ondansetron (121° C durante 15 minutos no autoclave).

Em qualquer um dos tipos de degradagéo, as amostras sdo preparadas em duplicado.
Cada amostra é injetada duas vezes, sendo os resultados reportados, a média das duas

injecdes.

Para a execucdo do estudo descrito anteriormente, foi necessario recorrer a uma coluna
C18, 250 x 4,6 mm, 5 um. O transporte das fases mdveis foi realizado de modo variavel e,
portanto, verifica-se uma eluicéo por gradiente, iniciando com 100% de fase movel A e 0% de
fase movel B, sendo que esta proporcéo € alterada ao longo do tempo de corrida da amostra.
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Capitulo 111

Resultados Experimentais e Discussao






Nos estudos de estabilidade do Ondansetron sdo efetuadas analises microbiologicas,
bem como, analises fisico-quimicas. Na analise fisico-quimica sdo avaliados 0s seguintes
parametros: aparéncia da solucdo, pH, particulas sub-visiveis, particulas visiveis, doseamento
do Ondansetron e, produtos de degradacdo/impurezas. Neste trabalho apenas serdo
mencionadas as analises de doseamento, que pretende avaliar o comportamento do principio
ativo do Ondansetron, e as andlises as impurezas / produtos de degradacdo, também
denominados de compostos relacionados, do farmaco em si. Para a realizagdo das analises,
quer de doseamento (DOS) quer dos compostos relacionados (CR’S) é necessario satisfazer
previamente certos requisitos de adequabilidade. Assim, numa fase inicial é necessario injetar
uma solucdo resolucdo, que além de ser posteriormente utilizada como base para a
identificacdo dos picos, é usada para avaliacdo dos parametros de adequabilidade do sistema
como resolucdo e simetria, de acordo com os requisitos exigidos pelo método. Caso estes
requisitos sejam cumpridos a analise podera avancar, sendo injetadas trés solucdes de padrao
de Ondansetron de concentracdes variaveis, tanto para a analise de doseamento como de
compostos relacionados, de modo a que se torne possivel tracar uma curva de calibracdo
linear que passe na origem. Estas retas tém de apresentar um coeficiente de correlacdo de

valor igual ou superior a 0,998.

3.1 — Estudos de Estabilidade

Os estudos de estabilidade sdo fundamentais para a submissdo de produtos
farmacéuticos, assim como, para provar a concordancia destes com as boas praticas de fabrico
(GMP’S) e a respetiva autorizacdo de introducdo no mercado (AIM). O planeamento de um
estudo de estabilidade para um dado farmaco deve fundamentar-se na informacdo existente
para a sua matéria-prima e em estudos relativos as fases de desenvolvimento do produto. As
condi¢des em que o produto é armazenado, a duragdo dos seus estudos e a frequéncia a que
decorrem as analises, devem ser de tal modo, que permita tracar um perfil do seu

comportamento ao longo do prazo de validade no mercado a gque este se destina.

Uma vez que o Ondansetron apresenta uma maior incidéncia de exportagdo para as
zonas climaticas 11l e 1V, procedeu-se ao estudo da estabilidade deste farmaco nas condicoes
de 30°C + 2°C / 75% HR + 5% RH e 40°C + 2°C / 75% HR + 5% RH.
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Ap0s a producdo é necessario efetuar uma analise ao produto de modo a confirmar que
este cumpre com as especificagfes para 0s ensaios descritos no dossier de AIM para o
controlo do produto acabado. Assim foi realizada uma andlise de TO, correspondente ao inicio
do estudo de estabilidade quer de doseamento quer de compostos relacionados, entre outros
ensaios. Numa fase inicial serd injetada uma solucéo resolucdo ou solucédo de adequabilidade
do sistema que auxilia posteriormente na identificacdo das impurezas de cada amostra. Na

Figura 19 podemos visualizar um cromatograma tipo da solucéao resolucéo.
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Figura 19 — Cromatograma tipo de uma solugdo resolugdo de Ondansetron.

No que respeita a analise de doseamento, e tal como ja acima descrito, foi necessario
preparar trés padrées de Ondansetron de concentracfes compreendidas entre os 80% e 0s
120%, relativamente a concentracdo da amostra, de modo o obter uma curva de calibracéo

linear, a passar na origem, a partir das areas dos picos de cada solu¢do padrao.
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Figura 20 — Curva de calibrag&o linear das soluges padréo de Ondansetron para doseamento.

Como podemos observar na Figura 20, obteve-se um coeficiente de correlacdo de

valor superior a 0,998. Com base na reta de regressao a partir das areas dos picos obtidos com

-42-



as respetivas solucbes padrdo pode determinar-se o teor de Ondansetron nas amostras

aplicando a equacéo 13,
_ yb x
X = - Equacao 13

em que x corresponde ao teor de Ondansetron em %, y € a area do pico de Ondansetron na
solucdo amostra, b corresponde a intercecdo do eixo dos yy pela reta de regressdao e m
consiste no declive da reta.

O teor de Ondansetron é calculado como a média dos resultados individuais obtidos
nas injecdes das duas preparacdes de amostra. Para a analise do TO é necessaria a injecdo de 6

amostras independentes.

Valor
Doseamento (%)
99,389
99,543
100,261
99,969
99,916
99,911
100,134
99,946
100,130
100,222
100,091
99,787
Média 99,9 %
RSD 0,26 %

Amostra Injecdo

-

Al

A2

A3

Ad

A5

NIFRPINEFEPINEFEINEFEINEFEIN

A6

Tabela 5 - Tabela resumo do doseamento de Ondansetron (%) obtido no TO.

O valor do doseamento para o Ondansetron deve estar compreendido entre 95,0 e
105,0%, quer aquando da libertacdo do produto como durante o seu periodo de validade. De
acordo com a Tabela 5, podemos concluir que o farmaco se encontra conforme e portanto

cumpre com a especificacdo quanto ao doseamento do ativo.

De modo a avaliar a toxicidade que pode estar associada ao Ondansetron nas
condicGes anteriormente referidas, procedeu-se a analise dos compostos relacionados. Para tal
foi necessario preparar solugdes padrdo de Ondansetron cuja concentracdo varie entre 0,02% e

0,25%, em relagdo ao conteudo nominal em Ondansetron. Tal como para o caso do
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doseamento, € imprescindivel o céalculo da reta de regressdo a partir das areas dos picos

obtidas com as respetivas solugGes padréo.

Equation

R°2 | 099953% R | 099768

B a0 A 3B a0 38 a0 40 40 0 B 4B 5w
Amint

r( =1.74e4004 X - 5.84e+002

a0 o0 0 0m 0 4® 0 1R 1B 2 20 24

Figura 21 - Curva de calibracéo linear das solu¢es padrdo de Ondansetron para compostos relacionados.

Por anélise da Figura 21, pode verificar-se que o coeficiente de correlacdo apresenta
um valor superior a 0,998.
De modo a quantificar o teor de impurezas conhecidas e desconhecidas na solugdo

amostra deve aplicar-se a equagéo 14,

Area (RS)XRFxRRFx100
q

[%] CR’'S = Equacédo 14

em que a “Area (RS)” corresponde a area do pico da impureza correspondente, obtido com a
solucdo amostra, RF é a média dos fatores de resposta obtidos com as solu¢des padrdo para
determinacdo das impurezas, RRF corresponde ao fator de resposta relativo da impureza
correspondente e q equivale ao conteido nominal de Ondansetron na solucdo amostra em
mg/L. O método de analise utilizado define fatores de resposta relativos (RRF) para cada
impureza. O valor de RF, anteriormente mencionado, é determinado para cada um dos trés

padrdes com base na equacéo 15,

Quantidade de Ondansetron na solugiao padrao (%)

RF =

Equacéo 15

Area do pico do Ondansetron na solugio padrio

O RF sera entdo obtido através da média dos trés RF’s calculados através da equagdo acima

descrita para cada um dos padrdes.
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O teor de impurezas conhecidas e desconhecidas é calculado como a média dos
resultados individuais obtidos nas duas injecGes das duas preparacdes de amostra. Os valores

limite de especificacdo em estabilidade para cada impureza sdo, em seguida, apresentados:

Impureza Limite

Imp. D <0,1 %

Imp. C <0,2 %

Imp. E <0,2 %

Imp. F <0,2%

Outras mpureza(z:’oen’heHc)ldas, individuais <0.2%
Impurezas desconhecidas, individuais <0,2%
Total, impurezas <0,5%

Tabela 6 — Limites de impurezas de Ondansetron em estabilidade.

No entanto, relativamente a impureza B esta é reportada apenas a titulo informativo,
ndo existindo assim um valor limite de especificacdo. De acordo com a anélise realizada no

TO, ou seja, no tempo inicial do estudo, o Ondansetron apresenta 0s seguintes valores de

impurezas:
Impureza Valor
Imp. D 0,1%
Imp.C <0,02 %
Imp. E <0,02 %
Imp. F 0%
Imp. B 0,04 %
Outras impurezas conhecidas, individuais 0,04 %
(A, G, H) G)
Impurezas desconhecidas, individuais 0,1%
Total, impurezas 0,3%

Tabela 7 — Resultados obtidos na analise quantitativa das impurezas de Ondansetron em TO.

Por andlise da Tabela 7, podemos concluir que o produto cumpre com as

especificacles, e portanto esta apto para a colocacdo no mercado.
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3.1.1 — Estabilidade do Ondansetron Armazenado a 30°C / 75% HR

A frequéncia a que decorrem estas analises depende do tipo de estudo em questéo.
Neste caso, sabendo que para a condicdo de armazenamento 30°C + 2°C / 75% HR + 5% RH
se trata de um estudo de estabilidade a longo prazo, a frequéncia do estudo serd de 3 em 3
meses, no primeiro ano, de 6 em 6 meses no segundo ano, e a partir dai, anualmente até ao

fim do periodo de validade.

Uma vez que o lote em estudo foi produzido em Janeiro de 2014, apenas se teve a
oportunidade de analisar o TO (inicio do estudo, correspondente a data de entrega das
amostras nas camaras de estabilidade) e o T3 (3 meses apds o inicio do estudo), nas condicdes
anteriormente mencionadas. Para a analise do T3, o procedimento utilizado foi o0 mesmo do

referido na secédo 3.1, aquando da andlise do TO.

Relativamente a analise do doseamento do Ondansetron, os resultados para as

amostras em condicGes de armazenamento de 30°C / 75% HR, encontram-se na Tabela 8.

Valor
Doseamento (%)
1 99,056
2 98,938
1 99,138
2 98,887
Média 99,0 %

RSD 0,11 %

Amostra Injecao

Al

A2

Tabela 8 - Tabela resumo do doseamento de Ondansetron obtido no estudo do T3 a 30°C/75%HR.

Comparativamente com o valor do TO (99,9%), o doseamento do Ondansetron obtido
para 0 T3 apresenta um ligeiro decréscimo, no entanto, este valor é inferior a 2%, valor de
erro associado a propria andlise. Verifica-se ainda que este valor se encontra dentro dos
limites de especificacgéo.

Uma vez que a degradacéo € independente da concentracdo do Ondansetron e portanto
representa uma constante ao longo do tempo, pode dizer-se que tende a seguir uma cinética de

ordem zero.

No que respeita a analise de compostos relacionados, para o parametro T3 obtiveram-
se os valores representados na Tabela 9.
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Impureza Valor
Imp. D 0,07 %
Imp. C <0,02 %
Imp. E N&o detetavel
Imp. F 0,02 %
Imp. B 0,07 %
Outras impurezas conhecidas, individuais 0,02 % (A)
(A, G, H) 0,05 % (G)
0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais <0,04 %
Total, impurezas 0,3%

Tabela 9 - Anélise quantitativa das impurezas de Ondansetron no T3 a 30°C/75% HR.

Portanto, verifica-se que ao nivel dos compostos relacionados ndo se observam alteracdes

para o T3 relativamente ao TO.

De um modo geral, pode concluir-se que o fator temperatura a 30°C / 75% HR, néo
influéncia a estabilidade do farmaco ao longo dos seus primeiros 3 meses de estudo, dando
assim a indicacdo de que o produto é estavel durante o prazo de validade. Contudo, 3 meses
ndo é ainda tempo suficiente para concluir ou para prever com um grau de confianca aceitavel

acerca da estabilidade de um produto farmacéutico.

3.1.2 — Estabilidade do Ondansetron Armazenado a 40°C / 75% HR

Nas condi¢bes de armazenamento a 40°C / 75% HR, considera-se que o estudo é
acelerado, uma vez que estes sdo executados de modo a aumentar a taxa de degradacao
quimica ou fisica do farmaco através de condicBes de armazenamento extremas. Ao
estabelecer uma comparacgdo entre este estudo e o estudo a longo prazo (realizado a 30°C)
podemos obter informac&o relativa a mudancas quimicas que poderdo ocorrer num prazo mais
longo. A analise a 40°C / 75% HR permite ainda simular condi¢cGes de armazenamento

diferentes das indicadas como, por exemplo, as que poderdo ocorrer durante o transporte.

Este tipo de estudos tem uma duracdo de 6 meses, sendo os testes realizados ap6s 3 e 6
meses. Neste caso particular, devido a uma exigéncia especifica de um dos paises nos quais o

produto serd comercializado, os testes serdo também efetuados apds 1 més. Uma vez que o
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lote em estudo foi produzido em Janeiro de 2014, apenas tivemos oportunidade de analisar o

TO (mencionado na capitulo 3.1),0 Tl e o T3.

Como referido no estudo para o TO (capitulo 3.1), a andlise de doseamento e dos
compostos relacionados das amostras de Ondansetron sd é efetuada mediante uma prévia
injecdo de padrdes que permitam tracar uma curva de calibragdo, que coincida com uma

equacao de reta, de modo a obter um coeficiente de correlacdo nédo inferior a 0,998.

Relativamente a andlise do doseamento do Ondansetron, os resultados para as

amostras em condicOes de armazenamento de 40°C / 75% HR, encontram-se na Tabela 10.

Valor Valor
Amostra Injecéo Doseamento T1 Doseamento T3
(%) (%)

Al 1 98,342 98,803
Al 2 98,619 98,685
A2 1 97,490 99,133
A2 2 98,395 99,136
Média 98,2 % 98,9 %

RSD 0,50 % 0,23 %

Tabela 10 - Tabela resumo dos resultados de doseamento de Ondansetron obtido no estudo do T1 e T3 a 40°C/75%HR.

Por analise da Tabela 10, e considerando o valor obtido no doseamento do TO
(99,9%), pode verificar-se que em condigdes de armazenamento de 40°C e 75% HR o
doseamento do Ondansetron apresenta-se ligeiramente mais baixo, contudo, ndo se considera
gue seja uma degradacdo representativa ja que as diferencas obtidas sdo inferiores a 2%
(tendo em consideracdo os erros experimentais). Tal como se verificou para as condi¢bes de
armazenamento de 30°C / 75% HR a degradacdo € independente da concentracdo do
Ondansetron e, portanto, € uma constante ao longo do tempo; i.e., pode ser descrita através

duma cinética de ordem zero.

Quanto a analise de compostos relacionados, da amostra de Ondansetron nas
condi¢cdes de armazenamento anteriormente referidas, os resultados para o T1 e para o T3

encontram-se descritos na Tabela 11.
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Impureza Valor (T1) Valor (T3)
Imp. D 0,06 % 0,07 %
Imp. C 0,02 % <0,02 %
Imp. E Né&o detetavel N&o detetavel
Imp. F <0,02 % 0,02 %
Imp. B 0,02 % 0,07 %
Outras impurezas conhecidas, <0,02 % (A)
individuais (A, G, H) 0,11 % (G) 0,05 % (G)
<0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais 0,06 % <0,04 %
Total, impurezas 0,4 % 0,3%

Tabela 11 — Andlise quantitativa das impurezas de Ondansetron no T1 e T3 a 40°C/75% HR.

Por analise dos valores obtidos, e representados na tabela anterior, e tal como se
verificou para a condicdo de 30°C/75% HR, pode considerar-se que o produto permanece

estavel, pelo menos durante os primeiros trés meses apés o inicio do estudo.

Uma vez realizadas as analises em tempos diferentes e em amostras armazenadas em
condicdes de temperatura e humidade relativa distintas, e verificando que ao longo do tempo a
temperatura ndo degrada o farmaco, ao ponto de ndo ser vidvel a sua administracdo, €
necessario um estudo complementar que demonstre qual a estabilidade do Ondansetron
perante a influéncia de outros fatores. Para tal recorre-se aos denominados testes de stress ou
estudos de degradagdo, como sera mencionado no capitulo 3.2.

3.2 — Estudos de Degradacao

De modo a avaliar a degradacdo que possa ocorrer perante 0s agentes de degradacédo
em estudo, além de amostras degradadas foram também analisadas amostras de Ondansetron
ndo degradadas. A amostra ndo degradada consiste numa amostra de Ondansetron que se
encontra armazenada a 25°C / 60% HR. O procedimento para a analise de doseamento e dos
compostos relacionados das amostras de Ondansetron sé é efetuada mediante uma prévia
injecdo de padrbes que permitam tracar uma curva de calibracdo linear, de modo a obter um

coeficiente de correlagdo néo inferior a 0,998, tal como descrito no capitulo 3.1.

Na Figura 22 podemos observar um cromatograma correspondente ao doseamento da

amostra ndo degradada de Ondansetron.
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Figura 22 — Cromatograma do doseamento da amostra ndo degradada de Ondansetron.

O cromatograma vermelho (Figura 22) corresponde a primeira injecdo da amostra Al

e 0 cromatograma verde, da mesma figura, traduz a segunda injecdo dessa mesma amostra.

Na tabela seguinte encontram-se resumidos os valores obtidos para o ensaio de

doseamento efetuado na amostra ndo degradada.

_— Tempo de " Valor
Amostra Injecéo R N : Area Doseamento
etengdo (min) o
(%)

A1 1 14.386 16994144 98,730

2 14.391 17008140 98,811

A2 1 14.390 17029463 98,935

2 14.390 17026673 98,919

Média 17014605 98,8 %

RSD 0,10 %

Tabela 12 - Tabela resumo do doseamento obtido para a amostra ndo degradada de Ondansetron.

Paralelamente a andlise de doseamento do Ondansetron é realizada uma analise aos

compostos relacionados dessa mesma amostra. Na Figura 23 podemos atentar para o

cromatograma dos compostos relacionados da amostra de Ondansetron ndo degradada.
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Figura 23 - Cromatograma dos compostos relacionados da amostra ndo degradada de Ondansetron.

Este cromatograma (Figura 23) traduz-se quantitativamente nos valores apresentados na
Tabela 13.

Impureza Valor
Imp. D <0,02 %
Imp. C <0,02 %
Imp. E <0,02 %
Imp. F <0,02 %
Imp. B <0,02 %
Outras impurezas conhecidas, individuais <0,02 % (A)
(A, G, H) <0,02 % (G)
<0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais <0,04 %
Total, impurezas 0,2%

Tabela 13 - Andlise quantitativa das impurezas da amostra ndo degradada de Ondansetron.

Tanto os valores determinados pela analise do doseamento, como os valores determinados
pela analise dos compostos relacionados encontram-se dentro dos limites especificados. Estes

valores servirdo de base para uma posterior comparagcdo com as amostras degradadas.
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3.2.1 — Degradacao Acida

Sabendo que o pH influencia em grande medida a velocidade das reacbes que
desencadeiam a degradacdo dos produtos farmacéuticos, promoveu-se uma degradacdo acida.
Seré de esperar que esta degradacdo proporcione um aumento da velocidade da reagdo por

acdo do acido, que funciona como um catalisador.

Como mencionado no capitulo 2.2.2, este tipo de degradacao requer que a amostra, a
um pH de aproximadamente 2, seja sujeita a uma temperatura de 60°C durante 3 horas e

ajustada de seguida ao seu valor inicial de pH, sendo posteriormente analisada.

Na tabela 14 encontram-se resumidos os valores dos ensaios de doseamento efetuados

para a amostra de Ondansetron sujeita a degradacao acida.

- Tempo de " Valor
Amostra Injecéo ~ . Area Doseamento
Retencéo (min) o
(%)

Al 1 14.318 18167134 105.563
2 14.331 18160037 105.522
A2 1 14.333 18182689 105.654
2 14.333 18148614 105.455
Média 18164618,5 105,5 %

RSD 0,08 %

Tabela 14- Tabela resumo do doseamento obtido por degradagdo acida do Ondansetron.

Por andlise da Tabela 14 podemos constatar que o valor do doseamento do
Ondansetron ndo diminui; alias, contrariamente ao esperado, aumentou comparativamente a
amostra ndo degradada, exposta anteriormente.

De modo a compreender este aumento do valor do doseamento, foi efetuada uma
analise complementar de DAD, ou seja, com detetor de arranjos de diodos. Este, deteta a
absorcdo da regido do UV ao visivel, possuindo varios agrupamentos de fotodiodos de modo
a obter informagdes relativas a uma ampla gama de comprimentos de onda.

A analise com DAD permite, portanto, avaliar a pureza do pico cromatografico e
assim pode compreender-se se existe, por exemplo alguma interferéncia, por baixo do pico do
Ondansetron que leve a um aumento significativo do seu doseamento. Uma vez que a anélise
do doseamento é realizada a um comprimento de onda de 308nm, entdo deve selecionar-se

uma gama de comprimentos de onda em que este se encontre abrangido. A analise consiste na
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comparacdo do espectro obtido para a solugdo amostra com o espetro obtido para a solucéo
padrdo a 100 %. Na Figura 24 encontra-se a analise realizada com DAD.
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Figura 24 — Anélise DAD da amostra resultante da degradacéo acida.

De acordo com a figura anterior, podemos verificar que os picos do padrédo e da amostra
coincidem um com o outro e o angulo de pureza (Purity Angle) apresenta um valor inferior ao
do limiar da pureza (Purity Threshold), o que justifica que ndo existe nenhuma interferéncia
por baixo do pico do Ondansetron e portanto este é puro. A realizacdo de uma analise por

espectrofotometria de massa seria fundamental para poder compreender este fendmeno.

Por outro lado, foi realizada a analise aos compostos relacionados de modo a verificar

se a toxicidade da amostra de Ondansetron aumenta com a degradacédo a que esta foi sujeita.
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Figura 25 — Cromatograma da analise efetuada aos compostos relacionados da amostra da degradagdo acida.
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Na Figura 25 podemos observar o cromatograma da andlise aos compostos
relacionados da amostra da degradagdo &cida. Pelo que podemos observar através do inset da
figura anterior, a impureza B ndo foi bem separada e portanto ndo apresenta uma boa

resolucéo.

A andlise detalhada das impurezas encontra-se na Tabela 15.

Impureza Valor
Imp. D <0,02 %
Imp. C <0,02 %
Imp. E <0,02 %
Imp. F <0,02 %
Imp. B <0,02 %
Outras impurezas conhecidas, individuais <0,02 % (A)
(A, G, H) <0,02 % (G)
<0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais <0,04 %
Total, impurezas 0,2%

Tabela 15 - Anélise quantitativa das impurezas da amostra da degradacéo acida.

Ao promover a degradacdo em questdo, seria expectavel que o nivel de impurezas da
amostra assumisse um valor superior, no entanto, verifica-se que se mantém quando
comparada com a amostra ndo degradada. Estes factos levam-nos a crer que devem ter
ocorrido problemas com a coluna, ja que existem impurezas que co-eluiram. Possivelmente o
acido utilizado na degradacdo danificou a coluna ndo permitindo que esta pudesse separar as

impurezas de modo a obter uma boa resolugéo.

3.2.2 — Degradacéao Basica

Tendo por base a analise mencionada para a degradacdo acida, foi executada uma
outra analise de modo a avaliar o impacto da degradacdo basica numa amostra de
Ondansetron. Como referido no capitulo 2.2.2, este tipo de degradacdo requer que a amostra,
a um pH de aproximadamente 11, seja sujeita a uma temperatura de 60°C durante 3 horas e de
seguida se ajuste o pH ao seu valor inicial, sendo a amostra posteriormente analisada. Na
Tabela 16 encontram-se resumidos os valores obtidos para o ensaio de doseamento efetuado

para a degradacdo bésica.
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. Tempo de < Valor
Amostra Injecao R ~ . Area Doseamento
etencdo (min) (%)
Al 1 14.335 18400030 106.920
2 14.333 18393299 106.881
A2 1 14.337 18400959 106.925
2 14.344 18404560 106.946
Media 18399712 106,9 %
RSD 0,03 %

Tabela 16 - Tabela resumo do doseamento obtido por degradacéo basica do Ondansetron.

Na sequéncia do que ocorreu no estudo da degradacédo &cida, o valor determinado para
0 doseamento do ativo do Ondansetron aumentou apos a degradagdo. Efetuou-se assim, uma
analise de DAD, também para a degradacdo basica com o intuito de confirmar a pureza do

pico do Ondansetron.

Na Figura 26 encontra-se a analise realizada com DAD para a amostra que sofreu

degradacdo basica.
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Figura 26 - Analise DAD da amostra resultante da degradacéo bésica.

Podemos constatar que os picos do padrdo e da amostra coincidem um com o outro e o Purity
Angle apresenta também um valor inferior ao do Purity Threshold, comprovando assim que
ndo existe nenhuma interferéncia por baixo do pico do Ondansetron e portanto este € puro.

A andlise por espectrofotometria de massa seria, também para esta degradacdo, um passo

imprescindivel na compreensdo do aumento do doseamento do Ondansetron.
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Quanto aos produtos da degradacdo do Ondansetron, a figura seguinte revela-nos a
anélise que foi efetuada.
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Figura 27 - Cromatograma da anélise efetuada aos compostos relacionados da amostra da degradagdo basica.

Tal como foi observado no estudo da degradacdo acida, a Figura 27 demonstra, através do
inset nela apresentado, a existéncia de duas impurezas (H e A) que ndo sdo bem separadas,
ndo apresentando assim uma boa resolucdo. Os valores obtidos para cada uma das impurezas

resultantes da degradacédo basica apresentam-se na Tabela 17.

Impureza Valor
Imp. D <0,02 %
Imp.C <0,02 %
Imp. E <0,02 %
Imp. F <0,02 %
Imp. B <0,02 %
Outras impurezas conhecidas, individuais <0,02 % (A)
(A, G, H) <0,02 % (G)
<0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais <0,04 %
Total, impurezas 0,2 %

Tabela 17 - Andlise quantitativa das impurezas da amostra da degradagdo basica.

Por comparacdo com a andlise da amostra ndo degradada verifica-se que o valor das
impurezas, ao contrario do esperado ja que se promove uma degradacdo, tende a manter-se

constante. Deste modo, ndo se podem retirar conclusdes quanto a amostra de Ondansetron que
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sofreu degradacao basica uma vez que existem impurezas que coeluiram, remetendo-nos para
a possibilidade de problemas associados a coluna aquando a analise, tal como se verificou

para a degradacao acida.

3.2.3 — Degradacdao por Oxidagao

A estabilidade dos farmacos € afetada pela oxidacdo visto que, durante o
processamento assim como durante o armazenamento a longo prazo destes, se encontra
presente oxigénio que desencadeia a maioria das reacdes deste tipo. No entanto, ndo sO a
presenca do oxigénio desencadeia a degradacdo por oxidacao, pois em condi¢des de fotolise

esta também se verifica.

Uma vez que a molécula do Ondansetron se apresenta como uma molécula poli-
insaturada, esta sujeita a este tipo de degradacdo. Como mencionado no capitulo 2.2.2, a
degradacdo por oxidacao requer que se adicione a amostra de Ondansetron 2 mL de H,0,
30%, deixando a solucdo final a degradar durante 24 horas, a temperatura ambiente e

protegida da luz, sendo posteriormente analisada.

A analise de doseamento foi realizada para verificar qual o comportamento do ativo

perante tais condi¢cfes. Na Tabela 18 encontram-se o0s dados obtidos por essa mesma analise.

_— Tempo de " Valor
Amostra Injecdo R N , Area Doseamento
etencdo (min) (%)
Al 1 14.338 13845438 80.386
2 14.345 13846424 80.392
A2 1 14.355 13867963 80.517
2 14.355 13861382 80.479
Média 13855301,8 80,4 %
Desvio Padréo 0,06 %

Tabela 18 - Tabela resumo do doseamento obtido da degradacéo por oxidacéo do Ondansetron.

De acordo com a tabela anterior, verifica-se que ao submeter o farmaco em estudo a

degradacédo por oxidacéo o ativo tende a degradar-se substancialmente, e portanto, apresenta
um valor para o doseamento inferior ao obtido para a amostra ndo degradada (98,8 %).
Posteriormente, € efetuada a analise aos compostos relacionados de modo a compreender em
que medida é que a perda de ativo, por acdo da degradacéo, se traduz em impurezas e assim

avaliar o nivel de toxicidade que Ihe esta associada.
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Figura 28 - Cromatograma da andlise efetuada aos compostos relacionados da amostra da degradacéo por oxidagéo.

Por anélise da Figura 28 constata-se a auséncia de impurezas, tais como a E, F e A.

Relativamente as outras impurezas, a sua analise quantitativa é traduzida na Tabela 19.

Impureza Valor
Imp. D <0,02 %
Imp. C <0,02 %
Imp. E Né&o detetada
Imp. F Né&o detetada
Imp. B <0,02 %
Outras impurezas conhecidas, individuais Né&o detetada (A)
(A, G, H) <0,02 % (G)
<0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais <0,09 %
Total, impurezas 0,2%

Tabela 19 - Andlise quantitativa das impurezas da amostra da degradagdo por oxidag&o.

Com base nos dados obtidos a partir da Figura 28 e da Tabela 19, pode concluir-se que
apos a degradagdo das amostras de Ondansetron por oxidacao, o nivel de impurezas mantém-
se praticamente constante a excecdo das impurezas desconhecidas que registam um ligeiro
aumento. No entanto, este valor encontra-se dentro dos limites especificados. O facto de se
registar a auséncia de impurezas no cromatograma da amostra da degradacdo por oxidacéo,
principalmente a impureza A, pode remeter-nos para a possibilidade de problemas na coluna
que impedissem a sua detecdo, por acdo do peroxido de hidrogénio utilizado na degradagéo.

De uma forma geral, foi possivel perceber que a coluna usada é pouco resistente a condigdes
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acidas, basicas e oxidantes agressivas, alterando assim a sua seletividade e a capacidade para

permitir a quantificacdo das impurezas.

3.2.4 — Degradacao por Temperatura

Como referido no capitulo 1.4.1.1 a temperatura apresenta grande relevancia na
estabilidade farmacéutica, uma vez que, a medida que esta se eleva a velocidade a que ocorre
a degradacdo sera superior. De modo a avaliar o impacto deste fator na estabilidade
farmacéutica foram realizadas analises a amostras de Ondansetron que foram submetidas a

diferentes condicdes de degradacédo por acéo de temperatura.

3.2.4.1 — Degradacéo a 80°C durante 24 horas

Numa fase inicial foi avaliado o comportamento do Ondansetron quando sujeito a uma
temperatura de 80°C durante um periodo de 24 horas. A analise ao doseamento foi efetuada e

os resultados apresentam-se na Tabela 20.

_— Tempo de " Valor
Amostra Injecdo Retenca , Area Doseamento
¢ao (min) (%)

Al 1 14.503 16808404 98.588

2 14.568 16800925 98.544

AD 1 14,518 16810510 98.600

2 14.472 16788097 98.468

Media 16801984 98,6 %

RSD 0,06 %

Tabela 20 - Tabela resumo do doseamento obtido da degradacdo do Ondansetron a 80°C durante 24h.

Com base nos resultados obtidos na analise do doseamento da amostra ndo degradada,
verifica-se que o valor do ativo nas condi¢fes de temperatura de 80°C durante 24 horas
decresce apenas 0,2%. Assim, pode concluir-se que a degradacdo é independente da
concentracdo dos reagentes e representa uma constante ao longo do tempo, caracteristico de

uma cinética de ordem zero.

Este decréscimo obtido para o valor do doseamento podera traduzir-se no entanto das

impurezas e portanto foi fundamental a anélise aos compostos relacionados.
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Impureza Valor
Imp. D 0,1 %
Imp. C <0,02 %
Imp. E Né&o detetada
Imp. F 0,02 %
Imp. B 0,07 %
Outras impurezas conhecidas, individuais <0,02 % (A)
(A, G, H) 0,05 % (G)
<0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais <0,04 %
Total, impurezas 0,3%

Tabela 21 - Anélise quantitativa das impurezas da amostra da degradagdo a 80°C durante 24h.

De acordo com os resultados anteriores podemos concluir que o Ondansetron se

demonstra ser estavel a 80°C, visto que, nas condi¢es de degradacdo mencionadas, o ativo

decresce apenas cerca de 0,2%, o que ndo se pode considerar uma verdadeira degradacéo.

Observando a Tabela 21 comprova-se que as impurezas aumentam ligeiramente, em especial

a D, a B e a G. Este ligeiro aumento nédo revela, no entanto, toxicidade para o Ondansetron

uma vez que estas se encontram ainda assim dentro dos valores permitidos pela especificacéo.

3.2.4.2 — Degradacéo a 121°C durante 24 horas

Uma vez que em condicOes de degradacdo de 80°C durante 24 horas o Ondansetron

ndo degrada o suficiente para perder a sua eficacia, ou por outro lado, ndo apresenta um risco

para a salde do utente visto que os niveis de impurezas determinados se encontram dentro dos

limites estabelecidos, entdo promoveu-se uma outra degradacdo a 121°C durante 0 mesmo

periodo de tempo. A anélise ao doseamento do ativo encontra-se sintetizada na Tabela 22.

.. Tempo de < Valor
Amostra Injecao R N . Area Doseamento
etencdo (min) (%)

Al 1 14.501 14863596 87.121

2 14.502 14853379 87.061

A2 1 14.514 14850499 87.044

2 14.508 14893566 87.298

Média 14865260 87,1 %

RSD 0,12 %

Tabela 22 - Tabela resumo do doseamento obtido da degrada¢do do Ondansetron a 121°C durante 24h.
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Verifica-se que a esta temperatura e durante este periodo de tempo, o farmaco tende a
perder ativo, pois em relagdo & amostra ndo degradada este perde cerca de 11%, confirmando
assim os resultados obtidos em lotes com diferentes esterilizacfes. A analise dos compostos

relacionados é fundamental para compreender esta degradacéo.

Impureza Valor
Imp. D 8,26 %
Imp. C <0,02 %
Imp. E Né&o detetada
Imp. F 2,94 %
Imp. B 0,05 %
Outras impurezas conhecidas, individuais <0,02 % (A e H)
(A, G, H) 0,04 % (G)
Impurezas desconhecidas, individuais <0,04 %
Total, impurezas 11,4 %

Tabela 23 - Anélise quantitativa das impurezas da amostra da degradagdo a 121°C durante 24h.

Por anélise das Tabelas 22 e 23, podemos concluir que o ativo do Ondansetron nas
condicdes de degradacdo de 121°C durante 24 horas se degradada consideravelmente, sendo
que esta degradacao se transforma em impurezas. Na Tabela 23 podemos ver que se destacam
as impurezas D e F que apresentam os aumentos mais significativos face a amostra néo
degradada, apresentando valores muito superiores ao valor limite e portanto nestas condicdes
0 Ondansetron revelou ndo ser estavel, ndo se encontra portanto em conformidade com as
especificacOes, tanto para doseamento como para compostos relacionados. Estes resultados
vém comprovar que é de facto a impureza D a mais sensivel a aumentar consideravelmente o
seu valor quando sujeita a elevadas temperaturas por periodos prolongados de tempo, tal
como ja se tinha verificado aquando do problema verificado anteriormente com a esterilizacdo

do farmaco.

3.2.4.3 — Degradacéo a 121°C durante 15 minutos

De acordo com a analise anterior, podemos perceber que a temperatura de 121°C o
Ondansetron sofre degradacdo, consideravel, quando exposto durante 24h. Esta temperatura
corresponde a que se verifica aquando a esterilizacdo das ampolas deste farmaco. Assim, e de

modo a compreender qual a influéncia desta temperatura no Ondansetron, foi simulada uma
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segunda esterilizacdo, submetendo este produto farmacéutico a um novo ciclo de esterilizagdo

de 121°C durante 15 minutos, num autoclave.

Os resultados da analise do doseamento estdo sintetizados na Tabela 24.

— Tempo de " Valor
Amostra Injecdo R N , Area Doseamento
etencdo (min) (%)

Al 1 14.490 16738727 98.177
Al 2 14.479 16743079 98.203
A2 1 14.475 16757950 98.290
A2 2 14.485 16756795 98.284
Média 16749138 98,2 %

RSD 0,06 %

Tabela 24 - Tabela resumo do doseamento obtido da degradacéo do Ondansetron a 121°C durante 15min.

Nas condicOes referidas, verifica-se que este novo ciclo de esterilizacdo néo apresenta
grande impacto no doseamento do ativo. O decréscimo que é observado podera estar
relacionado com o erro da propria analise visto ser inferior a 2%., Conclui-se assim que,
mesmo apOs uma segunda esterilizacdo o ativo apresenta-se dentro dos limites permitidos pela
especificagao.

Ao sujeitarmos o Ondansetron as condic¢Oes anteriormente mencionadas, verifica-se
gue a reacdo que ocorre tende a seguir uma cinética de ordem zero visto que a degradacédo €
independente da concentracdo e assim representa uma constante ao longo do tempo.

A andlise dos compostos relacionados, para complementar este estudo, foi realizada e
apresenta-se na Tabela 25.

Impureza Valor
Imp. D 0,11 %
Imp. C <0,02 %
Imp. E Né&o detetada
Imp. F 0,03 %
Imp. B 0,07 %
Outras impurezas conhecidas, individuais <0,02 % (A)
(A, G, H) 0,06 % (G)
<0,02 % (H)
Impurezas desconhecidas, individuais 0,08 %
Total, impurezas 0,4 %

Tabela 25 - Andlise quantitativa das impurezas da amostra da degradagdo a 121°C durante 15min.
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Comparativamente a amostra ndo degradada verifica-se que impurezas como a D, B, G e as
impurezas desconhecidas apresentam um ligeiro acréscimo, sendo a D a que causa maior
impacto visto que se encontra no limite da especificagéo, ou seja, 0,1 %. No entanto de acordo
com os dados obtidos, quer na analise do DOS quer na anélise dos CR’S, pode deduzir-se que

mesmo ap0s uma segunda esterilizacdo 0 Ondansetron mantém a sua estabilidade.

-63-






Capitulo IV

Conclusoes






Com a realizagdo deste projeto foi possivel concluir, com base nos resultados dos
estudos de estabilidade, que o Ondansetron injetavel é um produto bastante estavel, sendo que
até ao ponto de andlise estudado, 3 meses, com amostras do produto armazenado a 30°C e
40°C, tanto o doseamento como 0s compostos relacionados ndo sofrem alteracGes
significativas, mantendo-se todos os parametros abaixo do limite da especificacdo para o

prazo de validade do produto.

Relativamente aos estudos de stress, conclui-se que o produto é bastante afetado pela
degradacédo por oxidacdo uma vez que ao nivel do doseamento, este perde uma consideravel
percentagem de ativo traduzindo-se no ligeiro aumento das impurezas desconhecidas. O
Ondansetron injetavel perde assim eficacia pois 0 doseamento esta consideravelmente abaixo

dos limites, perdendo quase 20% relativamente a amostra ndo degradada.

No que respeita a degradacdo por temperatura verifica-se que este fator aliado ao
tempo de exposicdo apresenta um grande impacto na estabilidade do produto farmacéutico,
pois para condicGes de temperaturas mais elevadas (121°C) e uma exposi¢do mais prolongada
0 Ondansetron deixa de obedecer aos limites especificados, tanto para doseamento como para
compostos relacionados. De facto, € possivel observar um decréscimo de cerca de 11% da
percentagem de ativo que se traduz no correspondente aumento de compostos relacionados. O
aumento deste parametro deve-se quase inteiramente ao aumento da impureza D, sendo que
esta € maioritariamente afetada pela degradacdo por temperatura, sofrendo um incremento
bastante significativo quando o produto esta sujeito a 121°C durante 24h. No entanto, estando
sujeito a esta mesma temperatura durante apenas 15 min, simulando uma nova esterilizagéo,
ambos os parametros descritos cumprem com a especificacdo, ainda que a impureza D se

apresente no limite de especificagdes.

Quanto as degradacOes acida e basica verificou-se que impurezas como a A, B e H
coeluiram e portanto ndo se podem retirar conclusdes uma vez que ocorreram problemas com
a coluna, possivelmente por agédo dos solventes utilizados, e portanto seria importante efetuar
uma nova abordagem a estas degradacdes de modo a avaliar o impacto que causariam no
Ondansetron. O recurso a andlise por espectrofotometria de massa seria fundamental para

compreender 0 aumento que se registou na analise do doseamento.

De um modo geral, pode concluir-se, com base nos estudos de estabilidade e testes de
degradacéo efetuados que o Ondansetron injetavel € um farmaco que apresenta uma grande

estabilidade nas condigfes de armazenamento descritas. Do ponto de vista do processo
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produtivo, este estudo indica que o tempo a que o produto fica exposto a 121°C durante a
esterilizacdo final é critico, uma vez que o produto demostrou instabilidade a referida
temperatura. Contudo apés a esterilizacdo, a degradacdo parece parar, permitindo que o

produto se mantenha conforme durante o prazo de validade.
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