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EVOLUTION OF LEGISLATION AND ANALYTICAL TECHNIQUES APPLIED TO STABILITY STUDIES FOR ACTIVE
INGREDIENTS AND PHARMACEUTICAL PRODUCTS. Stability is an important parameter to evaluate the quality, safety and
efficacy of drug substances and pharmaceutical products. The stability studies aim to determine the ability of a formulation to
maintain its specifications, in order to establish shelf life and recommended storage conditions. Despite the extensive relevance, until
the 1980’s the stability assessment methods complied with technical and scientific principles without the intervention of regulatory
acts by health authorities. The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use (ICH) establishment in the 1990’s boosted the regulation on this issue, not only in the attended countries, but worldwide. In the
Brazilian context, the first regulatory norm for stability studies was published in 2002 and it implied the requirement of the submission
of a stability report for the sanitary registration of medicines. The development of the Brazilian legislation resulted, among other
factors, from the progress of the analytical methods that have become increasingly efficient, sensitive and selective, which allows
the achievements of results with greater accuracy and speed; and the use of modern techniques of solid form characterization, which

provide important information about the stability of active ingredients and pharmaceutical products.
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INTRODUCAO

A Farmacopeia Brasileira 6* edi¢do’ define medicamento como
“produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado, que
contém um ou mais farmacos e outras substincias, com finalidade
profildtica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico”. J4 a
estabilidade de produtos farmacéuticos € definida pela Organizacio
Mundial da Saide (OMS) como a capacidade destes manterem as
suas caracteristicas quimicas, fisicas, microbioldgicas e biofarma-
céuticas especificadas durante todo o prazo de validade.? Portanto,
a avaliacdo da estabilidade constitui um importante pardmetro para
assegurar a qualidade e, consequentemente, a seguranga e eficicia
dos insumos farmacéuticos ativos (IFAs) e dos produtos farmacéu-
ticos. Neste sentido, os estudos de estabilidade consistem em um
conjunto de testes sistematizados que visam nao apenas determinar
a capacidade de uma formulagdo manter as suas caracteristicas, mas
também estabelecer o prazo de validade, as condi¢des adequadas
de armazenamento e transporte do medicamento e prever a data de
reteste dos IFAs.>* A data de reteste € uma data estabelecida pelo
fabricante do IFA com base nos estudos de estabilidade e que, ao
ser atingida, deve ser realizada a retestagem do IFA para assegurar
que o mesmo se mantém adequado para utilizagio.?

Diversos fatores estdo relacionados a estabilidade dos medica-
mentos, como aqueles relativos a formulagio, os fatores intrinsecos e
extrinsecos, o processo de fabrica¢do, bem como o material de emba-
lagem e o transporte. Os fatores intrinsecos consistem em interacdes
entre farmacos, interacdio entre fdrmaco e excipientes ou solventes,
tamanho das particulas, pH do meio, qualidade da embalagem e
condigdes nas quais o farmaco pode sofrer oxidacdo, hidrélise ou
fotdlise.* Por outro lado, os extrinsecos abrangem as condigdes de
estocagem e transporte, nas quais o farmaco pode sofrer alteracdes
devido a temperatura, luz, ar e umidade.*

*e-mail: cfernandes @farmacia.ufmg.br

Ainda que os excipientes sejam caracterizados como substancias
inertes, eles sdo capazes de interagir com outras substancias, tanto
no estado sélido como em solucdo.’ Além disto, a degradacdo em
produtos farmacéuticos frequentemente ocorre em decorréncia da
reagdo dos principios ativos com os excipientes utilizados na formu-
lacdo.>¢ Assim, muitas das reag¢des de incompatibilidade reportadas
envolvem hidrdlise, oxidac@o ou interacio especifica dos principios
ativos com impurezas reativas presentes nos excipientes.>® Portanto,
a presencga de tracos de impurezas nos excipientes pode afetar a qua-
lidade, seguranca e eficicia dos medicamentos, devido a formagao de
produtos de degradagdo ativos ou toxicos, ou a redugdo da poténcia
do insumo ativo.® Por conseguinte, os estudos de estabilidade sdo
fundamentais para a garantia da satde dos pacientes, uma vez que
a perda de estabilidade dos medicamentos relaciona-se a perda do
efeito terapéutico ou a formagdo de produtos de degradagéo t6xicos.”

A despeito de tamanha relevancia, até a década de 1980 os méto-
dos de avaliag@o da estabilidade seguiam principios cientificos e téc-
nicos sem interferéncia de atos regulatérios de autoridades sanitarias.
Diante disto, tornou-se evidente a necessidade da regulamentagio dos
parametros e métodos para a avaliagdo da estabilidade. Com a criacdo,
na década de 1990, do comité denominado The International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use (ICH), por meio da reunido das agéncias regulatdrias
do Japdo, Estados Unidos e Unido Europeia, buscou-se regulamentar
e harmonizar os atos normativos relacionados a produgdo e controle
de qualidade de medicamentos, incluindo os estudos de estabilidade.®

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), os estudos de estabilidade sdo classificados em acelerado,
longa duragdo, acompanhamento, degradacio for¢ada e, mais recen-
temente, estabilidade pds-reconstituicio ou diluicio e estabilidade em
uso.” O estudo acelerado requer a utilizagdo de condicdes forcadas
de armazenamento, de modo a acelerar a degradacio do produto far-
macéutico para avaliar o impacto de exposicdes rdpidas a condi¢des
fora do estabelecido, o que pode acontecer durante o transporte, por
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exemplo.'*!" O estudo de longa duracéo € utilizado para determinar
o prazo de validade e as condi¢oes de armazenamento adequadas.”!”
O estudo de acompanhamento, por sua vez, € realizado apds a comer-
cializagdo do produto, cujo objetivo € verificar se as caracteristicas
previstas nos estudos de estabilidade de longa duracdo sdo manti-
das.”'" O estudo de degradagdo forcada visa promover degradagio
suficiente que permita a avaliacdo dos produtos de degradacdo; para
tanto, as condicdes utilizadas devem ser mais drdsticas do que aque-
las empregadas no estudo acelerado.!’ J4 o estudo de estabilidade
pés-reconstitui¢do ou dilui¢do destina-se a comprovar o perfodo
no qual o medicamento mantém estabilidade apds a reconstituicao,
enquanto o estudo de estabilidade em uso € projetado para medica-
mentos acondicionados em embalagens multidose, cuja finalidade €
comprovar que a estabilidade do produto é mantida apds a abertura
e subsequentes reaberturas da embalagem primdria.’

A evolugdo das exigéncias normativas acerca da estabilidade
de insumos e produtos farmacéuticos adveio, dentre outros fatores,
do progresso dos métodos analiticos que vém se tornando cada vez
mais eficientes, seletivos e com elevada detectabilidade, permitindo a
obtencio de resultados com maior exatiddo e rapidez; e do emprego
das técnicas de caracterizac@o no estado solido, que fornecem valiosas
informacdes sobre a estabilidade dos fdrmacos e dos excipientes em
formulagdes farmacéuticas. Diante disto, o objetivo deste trabalho
¢ apresentar e discutir a evolugdo dos aspectos legais aplicados a
avaliagdo da estabilidade de IFAs e medicamentos no Brasil e no
mundo, bem como tragar um panorama da evolugdo dos métodos
analiticos e das técnicas de caracteriza¢do empregadas nessa drea.

METODOS

A pesquisa acerca das legislagdes foi realizada nos sites da
ANVISA, ICH e da Organizacdo Mundial da Satide (World Health
Organization - WHO). Os principais guias relacionados a estabilidade
de medicamentos e impurezas, presentes nos sifes dessas agéncias,
foram utilizados nessa revisdo. A revisdo da literatura, para busca de
artigos que tratavam de métodos analiticos e de caracterizag@o aplica-
dos aos estudos de estabilidade, foi realizada em bases de dados que
fazem parte do portal Periddicos Capes (Web of Science, SciELO,
PubMed e SciFinder) utilizando as palavras-chave (em portugués e
em inglés): estudos de estabilidade, insumos farmacéuticos, medica-
mentos, legislagdo, espectrofotometria, espectrofotometria derivativa,
cromatografia em camada delgada, cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia, cromatografia liquida de alta eficiéncia, croma-
tografia liquida de ultra eficiéncia, cromatografia gasosa, detector
ultravioleta, detector de fluorescéncia, detector por espalhamento
de luz evaporativo, detector de aerossol carregado, espectrometro de
massas, difra¢do de raios X, termogravimetria, calorimetria explora-
tdria diferencial, termomicroscopia 6tica, espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho, espectroscopia Raman e ressonancia
magnética nuclear. Nesse momento, ndo foi objetivo dos autores
fazer uma busca exaustiva de todos os artigos que tratassem dessas
técnicas, quando aplicadas aos estudos de estabilidade, mas buscar
exemplos de técnicas usadas em diferentes periodos, para evidenciar
aevolucdo dessas técnicas como ferramentas para o desenvolvimento
de estudos de estabilidade.

HISTORICO DA LEGISLACAO

Os primeiros guias de estabilidade foram publicados na década
de 1980, sendo o Japdo, Reino Unido, Estados Unidos e a Unido
Europeia os pioneiros. Entretanto, os principais guias acerca deste
tema no mundo, os quais sdo referéncias para agéncias regulatdrias
de diversos paises, incluindo o Brasil, sdo aqueles elaborados pela
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WHO e pelo ICH, motivo pelo qual serdo abordados neste trabalho.
No Brasil, a trajetéria da legislag@o sobre estabilidade de insumos e
produtos farmacéuticos foi iniciada em 2002, com a publicacdo de
um guia elementar.'? Todavia, nos anos seguintes, novos documentos
foram publicados, de modo a tornar a legislagdo brasileira mais abran-
gente e similar a internacional. Atualmente, um maior alinhamento da
legislac@o brasileira a legislagdo internacional serd viabilizado devido
a conquista da ANVISA de uma vaga no comité gestor do ICH. A
decisdo foi tomada pela assembleia do ICH em reunido realizada no
dia 19 de novembro de 2019.'3

Legislacio internacional

Logo ap6s a sua criagdo em 1990, o ICH publicou a primeira ver-
s30 do documento intitulado “Stability testing of new drug substances
and products”.'* Este guia passou por revisdes e a que estd em vigor
foi publicada em 2003. O objetivo deste guia € definir os dados dos
estudos de estabilidade que sdo requeridos para que novos IFAs e
medicamentos sejam registrados na Unido Europeia, Japdo e Estados
Unidos. A importincia dos testes de estabilidade consiste em fornecer
informagdes sobre como a qualidade de um IFA ou medicamento se
mantém diante da influéncia de fatores ambientais como tempera-
tura, luz e umidade, além de fornecer informagdes sobre o prazo de
validade, as recomendagdes das condi¢cdes de armazenamento e o
estabelecimento do periodo de reteste para os IFAs.!

O mundo € dividido em quatro (I-IV) zonas climadticas, isto &,
zonas geograficamente delimitadas segundo critérios de umidade e
temperatura.'> As condi¢des definidas para os testes deste guia sdo
baseadas nas condig¢des climdticas da Unido Europeia, Japao e Estados
Unidos, os quais abrangem zonas climdticas I e IL."*!5 Com isso, as
informagdes sobre estabilidade geradas em cada um desses paises,
se consistentes com este guia, sdo mutualmente aceitas entre eles. 4

O documento aborda os IFAs e os medicamentos separadamente,
entretanto, ambos requerem os mesmos tipos de estudos de estabilida-
de, o acelerado, de longa duracio e intermedidrio, quando apropria-
do." O estudo intermedidrio consiste na utilizagao de condi¢des mais
brandas do que aquelas utilizadas no estudo acelerado, com duracgio
inferior aquela do estudo de longa duracdo.'* Além disso, este guia
aborda também o estudo de estresse ou estudo de degradacio forcada
(termo adotado pela legislacdo brasileira). Este estudo é conduzido
sob condicdes severas, a fim de avaliar a estabilidade intrinseca do
IFA e os efeitos causados no medicamento.'*

Ademais, este guia prevé a possibilidade da conducio de estu-
dos de estabilidade reduzidos, vélidos apenas para medicamentos,'*
além de abordar o teste de fotoestabilidade, o qual deve ser incluido
no estudo de degradacgdo forcada tanto para os IFAs quanto para
os medicamentos. Diante da necessidade de maiores informagdes
acerca destes temas, o ICH publicou guias sobre cada um deles nos
anos 1995'¢ e 2000."

O teste de fotoestabilidade foi melhor descrito no guia
“Photostability testing of new drug substances and products”,'® em
1995, cuja versdo em vigor € de 1996. A fotoestabilidade de novos
IFAs e medicamentos deve ser avaliada para demonstrar que a expo-
sicéo a luz néo provoca alteragdes significativas nestes materiais.'®
O estudo deve ser conduzido em um sistema actinométrico validado
e as fontes de luz a serem utilizadas devem atender as exigéncias de
distribuic@o espectral, sendo sugeridas a lampada D65 ou uma lam-
pada fluorescente branca e outra que emita radiacdo no ultravioleta
proximo.'¢ Deve ser realizado um controle de temperatura ou utilizada
uma amostra controle, envolvida em folha de aluminio, de modo a
protegé-la da incidéncia da luz, para assegurar que qualquer alteragdo
observada ndo seja induzida pela temperatura.'® Os resultados obtidos
deverdo ser analisados para determinar se as alteragdes observadas
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no produto sdo aceitdveis e para o desenvolvimento de embalagens
que o protejam da incidéncia da luz, quando necessario.*

Por outro lado, os estudos de estabildade reduzidos foram con-
templados no guia publicado no ano 2000, intitulado “Bracketing and
matrixing”,'” termos referidos na legislacéo brasileira como agrupa-
mento e matrizagio, ! respectivamente. Este tipo de estudo possibilita
uma redug¢do na quantidade total de testes a serem realizados devido a
combinacdo de determinados fatores ou por testar apenas os extremos
dos fatores.!” Consistem em um alternativa para quando ha multiplas
varidveis envolvidas, como por exemplo, diferentes dosagens ou
tamanhos dos recipientes de um mesmo produto.'” Entretanto, a sua
utilizagdo deve ser justificada, para tanto deve ser capaz de prever o
periodo de reteste e o prazo de validade.!” O agrupamento consiste
na realizag@o dos testes na mesma frequéncia utilizada no estudo de
estabilidade completo, utilizando apenas as amostras dos extremos
de determinados fatores como a dosagem, por exemplo.'” Entretanto,
sua aplicacdo, neste caso, se restringe a situacdo em que existam
multiplas dosagens e as formulacdes mantenham-se idénticas ou
muito semelhantes.!” Este modelo assume que todos os niveis inter-
medidrios sdo representados pelos extremos testados.!” A matrizacdo
consiste na divisdo das amostras em subgrupos para todos os fatores
de combinagdo e na testagem em uma determinada frequéncia, sen-
do que nos intervalos subsequentes outro subgrupo da amostragem
deverd ser testado.!” Este modelo assume que a estabilidade de cada
subgrupo de amostras testado representa a estabilidade de todas as
amostras em um determinado intervalo de tempo.'” A sua aplicacio se
estende a produtos que possuam dosagens diferentes com formulagdes
idénticas ou similares.!”

Além dos documentos abordados, foram publicados pelo ICH
guias para a determinagdo de impurezas, tais como solventes resi-
duais'® e impurezas elementares,'’ em IFAs* e em medicamentos.?!
As impurezas farmacéuticas sdo substancias quimicas indesejadas,
que podem ser formadas durante a sintese do farmaco e do processo
de formulacdo, devido as possiveis interagdes entre os componentes
da férmula, ou durante o armazenamento. Também podem ser oriun-
das da embalagem que contém o medicamento.?” A presenca destas
substancias, mesmo em quantidades reduzidas pode afetar a eficicia
e a seguranca dos produtos farmacéuticos. Os limites para impurezas
sdo classificados em limite de notificacio, no qual aimpureza deverd
ser reportada para a agéncia de vigilancia sanitdria; de identificacdo,
no qual a impureza deve ser identificada por métodos apropriados;
e de qualificacdo, em que deverd ser qualificada.’*?' A qualificacdo
consiste no processo que estabelecerd a seguranca bioldgica de um
produto de degradac@o ou de um determinado perfil de impurezas
especificado.”? No caso dos IFAs, o fabricante deve primeiramente
elencar todas as impurezas, tanto reais quanto potenciais, que poderdo
surgir durante a sintese, purificagdo e armazenamento do IFA.? Este
resumo pode contribuir para a elucidagio do perfil de degradacao da
substncia e de possiveis produtos de degradagio.”

O fabricante deve elaborar um resumo contendo todos os pro-
dutos de degradacdo observados durante a produgdo e/ou estudos de
estabilidade do novo medicamento e deve resumir, também, todos
os estudos conduzidos com a finalidade de detectar os produtos de
degradagdo.”?! Além disso, deve apresentar evidéncias documentadas
de que os métodos analiticos utilizados foram validados e se adequam
para a detec¢do e quantificagdo das impurezas analisadas.*?' O
conhecimento das rotas de degradacdo e os estudos para o desen-
volvimento do produto devem ser utilizados para caracterizar o seu
perfil de degradagdo.?*?!

Paralelamente ao ICH, a WHO publicou em 1994 o documento
“Guidelines on stability testing of pharmaceutical products con-
taining well-established drug substances in conventional dosage
forms” % cujo objetivo € estabelecer os principios gerais da garantia
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da estabilidade de medicamentos. Para tanto, define que produtos
que contenham substancias conhecidas e relativamente estdveis
podem requerer um plano de estudo de estabilidade menos rigoroso
do que as novas substincias ativas e medicamentos.” Desta forma,
afirma que os estudos para medicamentos genéricos diferem daqueles
destinados aos medicamentos que contém novas substincias, uma
vez que quando a patente expira, a estabilidade geralmente ja estd
bem estabelecida, o que pode reduzir a quantidade de testes reque-
ridos para esta substdncia.? Além disso, categoriza os estudos de
estabilidade em: acelerado, de longa duragio, de acompanhamento
e estabilidade em uso.?

Por fim, em 2017, foi publicado pela WHO o guia “Stability
testing of active pharmaceutical ingredients and finished pharma-
ceutical products”.** O documento aborda os dados de estabilidade
requeridos para o registro de IFAs e medicamentos, além de recomen-
dar os guias do ICH, de modo complementar.* Neste documento sao
incluidas informagdes referentes ao estudo de estabilidade para os
IFAs, diferentemente do guia de 19942, destinado apenas aos produtos
farmacéuticos. Além disto, acrescenta o teste de degradagio forgada,
incluindo o teste de fotoestabilidade, e fornece mais informacdes
sobre a estabilidade em uso, detalhando o modo de realizacdo deste
estudo.? Outro tipo de estudo abordado foi o do tempo de espera rela-
cionado aos produtos a granel, o qual trata da avaliacdo da estabilidade
dos produtos que estejam armazenados ha mais de 30 dias.” Dessa
forma, pode-se dizer que houve um alinhamento das informacdes
deste guia® com o do ICH: “Stability testing of new drug substances
and products™, quanto a frequéncia, as condigdes requeridas para
os testes de estabilidade e o restante das informagdes e exigéncias
acerca do registro de IFAs e medicamentos.

Diante disto, com o intuito de facilitar a compreensdo e visualiza-
¢do da evolugdo dos guias internacionais abordados previamente, um
resumo das principais caracteristicas destes documentos encontra-se
apresentado na Tabela 1.

Legislaciao nacional

A primeira legislacdo brasileira sobre estabilidade publicada
pela ANVISA foi a RE n° 485/2002,"> que apresentava o guia para
a realizagdo de estudos de estabilidade. Estes estudos visam esta-
belecer um periodo de contraprova, a vida ttil para medicamentos
e a recomendagdo das condi¢des de armazenamento.'? O estudo de
estabilidade, neste momento, foi classificado em apenas dois tipos:
acelerado e de longa duragdo, cujas definicdes e finalidades foram
condizentes com os guias internacionais.'? Era possivel estabelecer
um periodo de vida util provisério para o medicamento com 0s
estudos de estabilidade acelerado, o qual era aceito por um periodo
de seis meses, ou em situagdes drasticas, por trés meses.'> Ao final
deste prazo deveria ser apresentado o estudo de longa durago para
confirmar o periodo de vida ttil do medicamento.!?

Ainda no ano de 2002, a ANVISA publicou a RE n° 560, que
disponibilizou uma nova versio do guia para a realizagio de estudos
de estabilidade, revogando o anterior. A nova versdo ndo alterou
significativamente a versdo anteriormente publicada, sendo mantidos
os tipos de estudo e suas defini¢des, bem como os procedimentos de
amostragem e as condi¢des dos ensaios.

Entretanto, em 2004, um novo guia de estabilidade foi publicado,
por meio da RE n° 398, o qual aborda novos conceitos, exigéncias
e inclui outros fatores que também afetam a estabilidade, inerentes
ao proprio produto, e ndo somente os fatores ambientais como nas
versdes anteriores. Subdivide os estudos de estabilidade em ace-
lerado e de longa duragdo; acrescenta o estudo de estabilidade de
acompanhamento e os estudos de fotoestabilidade, além de outros
que sejam necessdrios, de acordo com as propriedades do produto
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Tabela 1. Histérico da legislaco internacional sobre estabilidade de insumos e produtos farmacéuticos (adaptado a partir das referéncias citadas)

Ultima

Autor Titulo Data L Cadigo Principais Caracteristicas
Atualizacdo
Define os parametros dos estudos de estabilidade para novos IFAs
Estudos de estabilidade e medicamentos para fins de registro. Classifica os estudos em ace-
ICH para novos IFAs e 16/09/1992 06/02/2003 Q1A (R2)  lerado, intermedidrio, longa duracdo e estudo de estresse, incluindo
produtos farmacéuticos™ o estudo de fotoestabilidade. Prevé a possibilidade da conducao de
estudos de estabilidade reduzidos para medicamentos.
Classifica as impurezas, destaca os métodos analiticos e a ne-
Impurezas em novos cessidade da utilizagdo de métodos validados e adequados para
ICH pu §F;4s‘° ’ 15/03/1994 25/10/2006 Q3A (R2)  adeteccdo e quantificacdo das impurezas analisadas. Estabelece
limites para as impurezas, os quais se classificam em limite de
identificagdo, de qualificagio e de notificacdo.
Define que o teste de fotoestabilidade deve ser conduzido em um
Estudos de sistema actinométrico validado e apresenta um exemplo em anexo.
fotoestabilidade para Fornece opg¢oes de fontes de luz: a lampada D65 ou uma lampada
ICH novos IFAs e produtos 28/1171995 06/11/1996 QIB fluorescente branca e outra que emita no ultravioleta préximo.
farmacéuticos' Estabelece que os resultados devem ser analisados para considerar
a necessidade de embalagens que protejam da incidéncia da luz.
Complementa o guia “Impurezas em novos IFAs”. Estabelece a
ICH Impurezas em iw\.)os o 29/11/1995 02/06/1996 Q3B (R2) necessidade de f) f.abrlcante el‘u01da~r o perﬁl (.ie degr'adagao do
produtos farmacéuticos produto farmacéutico. A classificagdo dos limites de impurezas
se mantem a mesma destinada aos IFAs.
Define, classifica os solventes residuais e estabelece os limites
ICH Solventes residuais'® 06/11/1996 04/10/2019 Q3C (R6)  destas substincias. Elucida os métodos para o estabelecimento
do limite de exposicao.
Aerupamento e Destaca as aplicabilidades da modalidade de estudo de estabilidade
ICH grupc Ju. 10/11/2000 07/02/2002 QID reduzido, conceitua agrupamento e matrizagdo com enfoque na
matrizagdo . . . .
maneira de realizar estes tipos de estudos e avaliar os resultados.
Define a avaliacio dos dados de toxicidade para destacar potenciais
impurezas elementares, estabelece a exposicdo didria permitida
ICH Impurezas elementares®  06/06/2013 22/03/2019 Q3D (R1)  para cada elemento de relevancia do ponto de vista toxicologico
e realiza uma abordagem baseada nos riscos para controlar as
impurezas elementares em produtos farmacéuticos.
Estudos de estabilidade Ressalta que medicamentos genéricos podem requerer estudos de
para produtos estabilidade menos rigorosos do que novas substancias e produtos
farmacéuticos que farmacéuticos. Categoriza os estudos de estabilidade em: acelera-
WHO contenham IFAs bem 1994 1994 - do, de longa duragdo, de acompanhamento e estabilidade em uso.
estabelecidos em Define que para o registro sdo requeridos os estudos acelerado e
formas farmacéuticas de longa durag@o e destaca a possibilidade de estabelecimento de
convencionais® prazo de validade provisorio.
Inclui os IFAs, ao contrério do guia de 1994. Acrescenta o teste
de degradagdo forgada, incluindo o teste de fotoestabilidade e
Estudos de estabilidade informagoes com s do guta o TCH: ~Estidos ds bl
WHO para IFAs e produtos 01/2017 01/2017 - ¢ g P N .
T para novos IFAs e produtos farmacéuticos”, quanto a frequén-
farmacéuticos

cia, as condi¢des requeridas para os testes de estabilidade e o
restante das informacoes e exigéncias acerca do registro de IFAs
e medicamentos.

para a comprovagao da estabilidade do mesmo; e classifica o Brasil
como Zona Climadtica IV (quente e imida)."!

O guia acrescentou informagdes sobre alteragdes pos-registro,
esclareceu que tais alteracdes, desde que ndo promovam alteragdes na
qualidade e desempenho do medicamento, viabilizam a manutencio
do prazo de validade declarado no registro, desde que seja apresentada
justificativa técnica acompanhada de estudo de estabilidade acelerado
com resultados satisfatérios.!" Os resultados dos estudos de estabili-
dade devem ser apresentados por meio de relatdrios, cuja finalidade €
apresentar o plano de estudo, os resultados e as conclusdes.!! Por fim,
acrescentou a modalidade de estudo de estabilidade reduzido, classifica-
dos em agrupamento e a matriza¢do, como na legislacao internacional.'!
Os conceitos, aplicagdes e informagdes acerca da realizacdo destes
estudos sdo similires aos estabelecidos pelos guias do ICH.

Em 2005, foi publicada pela ANVISA a RE n° 1," atualizando
novamente o guia de estabilidade. Entretanto, foram mantidos os
trés tipos de estudos de estabilidade (acelerado, de acompanha-
mento e de longa duragdo), descritos na legislacdo brasileira até
aquele momento. Os estudos de estabilidade em uso e degradagdo
for¢ada ndo foram abordados nesta legislagdo, enquanto o estudo
de estabilidade pds-reconstituicdo ou diluicio foi descrito e exi-
gido, ndo recebendo, no entanto, esta nomenclatura. Além disso,
esta norma abordou os produtos importados, esclarecendo que era
permitido que os estudos de estabilidade fossem realizados no
exterior, desde que atendessem aos requisitos da mesma. Todavia,
para produtos importados em embalagem primdria ou a granel, os
estudos de estabilidade de acompanhamento deveriam ser realizados
no Brasil.!?
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O item 2.9 da RE n° 1/2005" exige a realizagdo dos ensaios
de identificagdo e quantificacdo dos produtos de degradagdo e
o desenvolvimento de método analitico correspondente. Diante
da necessidade de maiores orienta¢des, a ANVISA publicou o
Informe Técnico n° 1/2008,” que visava prestar esclarecimento
sobre este item e determinar um prazo maximo para a adequagao
as exigéncias. O documento esclarece que produtos de degradagao
sdo impurezas provenientes de alteragdes quimicas que surgem no
momento da sintese do firmaco e/ou durante o armazenamento do
medicamento devido a fatores como umidade, temperatura, luz,
pH ou pelo contato com a embalagem primdria ou rea¢gdo com um
excipiente.” Os limites relacionados as impurezas, assim como na
legislacdo internacional, sdo classificados em limite de notificagdo,
identificagdo e qualificag¢do.” Inicialmente, deveriam ser apresen-
tados estudos que submetessem o medicamento a condicdes de
estresse especificas, cujo objetivo ndo era degradar o farmaco por
completo, mas promover de 10-30% de degradagdo.”

Além disso, a ANVISA publicou em 2007 o Guia para a
Realizagdo de Estudos de Estabilidade para Medicamentos
Dinamizados Industrializados, por meio da Instru¢do Normativa
n°4.% Os objetivos e classificagdo dos estudos de estabilidade foram
descritos de maneira similar aos demais guias. A determinacio do
prazo de validade requeria o estudo de estabilidade de longa duragdo,
e para o registro era possivel a concessdo de um prazo de validade
provisério de 24 meses desde que fossem atendidas as mesmas con-
digdes apresentadas na RE n° 1/2005.1°

Diante da auséncia de legisla¢do especifica destinada aos me-
dicamentos bioldgicos, foi publicada a RDC n° 50 de 20/2011,”
norma vigente com alteracdes preconizadas pela RDC n° 25/2013.%8
Novos conceitos foram abordados como o estudo de estabilidade
cumulativa, que visa determinar o efeito da estocagem do principio
ativo, produto intermedidrio e produto a granel sobre a qualidade
do produto bioldgico acabado, bem como o estudo de estresse que
consiste em avaliar o impacto de curtas exposi¢des do produto a
condigdes fora das estabelecidas no rétulo.””?® Diferentemente das
demais classes de produtos farmacéuticos, os produtos bioldgicos
terminados s podem ter o prazo de validade determinado pelo estudo
de estabilidade de longa duracgdo, uma vez que os estudos acelerados
sdo insuficientes para esta finalidade. Entretanto, poderdo ser aceitos
estudos de longa duragdo parciais para a determina¢@o do prazo de
validade no momento do registro.?’?

Diante da auséncia de uma norma brasileira destinada aos IFAs,
foi publicada a RDC n° 45/2012.3 Esta norma inclui a data de reteste
do IFA, a qual deve ser determinada juntamente com o prazo de
validade, por meio de um estudo de estabilidade de longa duragio.?
No entanto, € possivel estabelecé-los provisoriamente ao apresentar
no minimo 6 meses de estudo acelerado ou 12 meses de estudo de
longa duracéo. O prazo de validade maximo estabelecido de maneira
proviséria € de 24 meses.* Neste contexto, os testes sdo classificados
em degradagdo for¢ada, confirmatérios e indicativos de estabilidade.
O primeiro tem como finalidade avaliar a estabilidade intrinseca do
IFA e o segundo visa definir as condig¢des utilizadas na embalagem,
manipulagio e rotulagem do IFA. O ultimo estd relacionado com
métodos analiticos quantitativos validados para a anélise de amostras
de estabilidade, os quais devem ser capazes de identificar, no decorrer
do tempo, mudancas nas propriedades quimicas, microbioldgicas
ou fisicas de uma substancia. Os testes de degradacdo forcada vi-
sam auxiliar na identificacio de provdveis produtos de degradacio,
bem como na determinacio do procedimento analitico que deve ser
utilizado no estudo de estabilidade. Como as condi¢des empregadas
neste teste sdo extremas, desde que o produto de degradacio ndo seja
formado nas condicdes de estabilidade acelerada e de longa duragdo,
nao ¢ necessdrio avalid-lo.?
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Posteriormente, em 2013, foi publicada a RDC n° 58% que es-
tabelecia parametros para a notificagdo, identificagdo e qualificagdo
de produtos de degrada¢do em medicamentos com substancias ativas
semissintéticas e sintéticas, classificados como novos, similares e
genéricos. A norma previa a elaboracio do perfil de degradacdo do
medicamento e definia que o estudo de degradacdo forgcada deveria
promover a degradacdo superior a 10% e inferior a degradacio com-
pleta da amostra. Os resultados desses ensaios dariam suporte para o
desenvolvimento e valida¢cdo do método de andlise dos produtos de
degradacdo elucidados e para andlise critica do perfil de degradacio
do medicamento.”

Em 2015, a ANVISA publicou uma nova regulamentagio para a
notificagdo, identificacdo e qualificagdo de produtos de degradacio
em medicamentos, por meio da RDC n° 53/2015,* que vigora com
alteracdes previstas pela RDC n® 171/2017.3' Os conceitos, defini-
¢oes, parametros e exigéncias acerca do tema ndo foram alterados.
Entretanto, houve maior detalhamento da aplicacdo da Resolu¢ao em
relacdo as alteragdes pos-registro, sendo esclarecido que nos casos
em que haja alteracio de qualquer natureza relacionada a producio
e andlise do medicamento, a mesma dever4 ser atendida.’*3!

Além das normas abordadas, a ANVISA publicou outros docu-
mentos relacionados a estabilidade com o objetivo de expor o entendi-
mento da agéncia com relagdo as melhores praticas, métodos e rotinas
para cumprimento da legislac@o e sanar as dividas mais recorrentes,
abrindo um espago para a participacio da sociedade. Desta forma,
publicou em 2015 o Guia n° 04, intitulado “Guia para obtengdo do
perfil de degradacdo, e identificacdo e qualificagdo de produtos de
degradagdo em medicamentos”.?? Este documento deve ser utilizado
como referéncia para o cumprimento legislativo, especificamente
da RDC 53/2015.% Assim, esclarece que o perfil de degradagao de
interesse sanitdrio € gerado pela condicio na qual o medicamento
¢é exposto em sua vida util, realizado no estudo de estabilidade de
longa duragdo, cuja denominagéo € perfil de degradagdo “real”.> O
desenvolvimento de método indicativo de estabilidade para produtos
de degradacdo requer a realizacdo de um estudo de degradagao for-
cada, e, este método deve ser capaz de detectar e quantificar todos
os produtos de degradagao relevantes do perfil de degradag@o “real”.
Portanto, para a obten¢do de um perfil de degradacdo, deve-se utili-
zar o estudo de degradacdo forcada e, assim, desenvolver o método
indicativo de estabilidade. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (DAD, em inglés Diode Array
Detector) € a técnica de andlise recomendada. Apés o desenvolvi-
mento e validacdo do método utilizando o detector DAD, pode-se
utilizar o detector ultravioleta.”? O estudo de degradacdo forcada deve
gerar todos os possiveis produtos de degradagdo. Como as condicdes
utilizadas sdo mais extremas, geralmente aparecerdo mais produtos
de degradacdo nesta situag@o do que nos estudos de estabilidade de
longa duragdo.” O objetivo, entdo, é gerar o perfil de degradagao
“potencial” com a degradag@o forcada, no qual possivelmente mais
produtos de degradagdo serdo gerados em relagdo ao perfil de degra-
dagdo “real” obtido com o estudo de longa duracdo. Dessa forma, o
perfil “potencial”, que é mais amplo, conterd o perfil “real” e, assim,
o método indicativo de estabilidade com ele desenvolvido serd capaz
de identificar com exatidao os produtos de degradacdo em condicdes
que simulem a realidade.?

O documento complementar “Perguntas e respostas sobre a
RDC 53/2015 e o Guia 04/2015” foi publicado em 2017%? com o
objetivo de esclarecer as perguntas mais frequentes recebidas pela
ANVISA acerca dos documentos referidos. Os assuntos abordados
sdo divididos em seg¢des que esclarecem a parte conceitual sobre o
perfil de degradacio e estudo de degradacio, exemplifica e aborda
questdes praticas, elucida os requisitos quanto as especificacdes e
métodos de andlise e quanto aos estudos de estabilidade, além de
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esclarecer sobre questdes de registro e pds-registro dos produtos
farmacéuticos.

O documento discorre sobre o motivo pelo qual a ANVISA nido
determinou os limites de concentracdo dos degradantes a serem
utilizados no estudo de degradacdo forcada, que € a auséncia de
harmonizacao quanto aos limites de exposi¢ao (endpoints), até mes-
mo na literatura cientifica.’? Para tanto, recomenda referéncias que
podem ser utilizadas e, assim, justificar os endpoints escolhidos para
embasar o estudo.’? Sdo abordados vérios outros aspectos relevantes
que contribuem para um melhor entendimento da legislacdo, e con-
sequentemente, € fornecido um subsidio para que as empresas/indus-
trias possam se adequar aos requisitos legais quanto aos estudos de
estabilidade e as questdes de registro e pds-registro junto a ANVISA.

RDC n°318/2019 (ANVISA)

Recentemente publicada, a RDC n° 318 /2019° estabelece os
critérios para a realizacdo de estudos de estabilidade de IFAs e
medicamentos, exceto bioldgicos, e da outras providéncias. Com
ela foram revogadas as principais normas sobre estudos de estabi-
lidade: RE n° 1/2005," IN n° 4/2007* e RDC n° 45/2012.> Nesta
legislagdo sdo reunidas as informacdes e requerimentos legais,
com maior detalhamento, quanto aos estudos de estabilidade para
os IFAs, medicamentos novos, inovadores, genéricos, similares,
dinamizados, especificos, de notificagdo simplificada, fitoterdpicos
e radiofdarmacos.’ A norma esclarece as peculiaridades relacionadas a
cada categoria de medicamento no que diz respeito a realizagdo dos
estudos de estabilidade, diferentemente da RE n° 1/2005'° que apenas
referia destinar-se aos produtos farmacéuticos de uma forma geral.

Além disso, aborda o estudo de estabilidade em uso, que s6 havia
sido incluido na RDC n° 50%" referente a produtos bioldgicos, e des-
taca que os métodos indicativos de estabilidade devem ser capazes
de mensurar com exatidao o teor do IFA, dos produtos de degradacdo
e outros componentes de interesse, sem interferéncia. Desta forma,
deixa clara a necessidade destes métodos possuirem detectabilidade
(nessa revisdo esse termo € entendido como a quantidade minima da
espécie quimica em massa que o sistema analitico consegue mensu-
rar)* e seletividade (capacidade de um método analitico identificar
ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenga de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas,
diluentes e componentes da matriz )** adequadas.

No que diz respeito a estabilidade apds a reconstitui¢do, a RE n°
1/2005'" ja requeria a apresentacio de informagdes iniciais e finais que
comprovassem o periodo de utiliza¢do pelo qual o produto mantinha

Quim. Nova

a sua estabilidade ap6s a reconstituicio, mas ndo eram especificados
os tipos de estudo de estabilidade requeridos para este fim. Neste
sentido, a norma em questdo aborda mais detalhadamente o estudo
de estabilidade pds-reconstituicdo ou diluicdo para medicamentos
e esclarece que, para esta finalidade, deve ser realizado o estudo de
estabilidade de longa durag@o.’

Ademais, foram especificados os testes requeridos para os estudos
de estabilidade dos IFAs e medicamentos.’ Para os IFAs, sdo neces-
sdrios os testes de aspecto, teor do IFA, quantificagdo dos produtos
de degradacdo individuais e totais e identificacdo dos produtos de
degradagido, quando aplicdvel.’ Para os medicamentos, também sdo
requeridos os testes de aspecto, teor e quantificagdo dos produtos de
degradacio, além de dissolugdo ou teste de desempenho do produto
(dependendo da forma farmacéutica), pH e quantifica¢do de antimi-
crobianos e antioxidantes, quando aplicdveis.’

A fim de sintetizar e promover uma melhor visualizacdo da evolu-
¢ao da legislacdo brasileira, um resumo das principais caracteristicas
destes documentos encontra-se na Tabela 2. Um aspecto importante
a ser destacado € a semelhanca da evolugdo da legislacdo brasileira
sobre estabilidade de fairmacos e produtos farmacéuticos em relacio
a legislacdo internacional, especialmente aos documentos do ICH.
Diante disso, um esquema que correlaciona estas legislagdes € apre-
sentado na Figura 1.

EVOLUCAO DOS METODOS ANALITICOS UTILIZADOS
NOS ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Durante o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilida-
de € imprescindivel a utilizacao de técnicas analiticas que apresentem
seletividade e detectabilidade adequadas para deteccao e quantificacdo
do(s) farmaco(s) de interesse e seus produtos de degradagdo.

Mollica e colaboradores, em 1978, classificaram os métodos
indicativos de estabilidade em eletrométricos (titulacio e polarogra-
fia), extragéo por solvente, espectrofotométricos e cromatograficos.*
A medida que as exigéncias regulatérias referentes aos estudos de
degradacdo forcada e de estabilidade de IFAs e medicamentos foi
evoluindo e aumentando seu rigor, técnicas mais avancadas de sepa-
racdo e detecgcdo vém sendo cada vez mais utilizadas.

A titulagdo, extragio por solvente e a espectrofotometria na regiao
do ultravioleta/visivel (UV/Vis) sao técnicas com limitada seletividade
e detectabilidade. No entanto, hd relatos na literatura da utilizacio
destas técnicas na detecgdo especifica do farmaco de interesse em meio
a matriz contendo excipientes, produtos de degradacdo e impurezas.*®
Al-Malagq e colaboradores desenvolveram método espectrofotométrico

Q31999 Qs Criagédo do Criagao da
Atualizacao: Atualizacao: |- ICH (1990) ANVISA (1999) RE n° 485/2002 | RE n° 560/2002 RE n° 398/2004
Q3A (R2)/2006 Q1A (R2)/2003
y
Y IT n° 1/2008 | IN n°® 4/2007 |- RE n° 1/2005
Q1B/1995 Q3B/1995
Atualizacao: »-| Atualizagao:
Q1B/1996 Q3B (R2)/2006 v
RDC n° 50/2011 | RDC n° 45/2012 RDC n® 25/2013
Insercao da
Y ANVISA no
Q1D/2000 Q3C/1996 comité gestor
Atualizacao: Atualizagao: do ICH A
Q1DJ/2002 Q3C (R6)/2019 Guia n®
03/2015 - RDC n° 53/2015 | = RDC n*® 58/2013
A L
Atng;[I)ilzzaggle'?O' RDC n° _ Perguntase | RDC n°
Q3D (R1)/2019 318/2019 respostas/2017 171/2017

Figura 1. Evolugdo da legislagdo sobre estabilidade de farmacos e produtos farmacéuticos, publicadas pela ANVISA e ICH.
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Tabela 2. Historico da legislacdo brasileira sobre estabilidade de insumos e produtos farmacéuticos

Legislacao Data Titulo Status Principais Caracteristicas
RE n° 485 19/03/2002 (]:;lsltli(ﬁirz: g;zgﬁ?gzgjf Revogada Estudo acelerado e longa duragdo: Defini¢ao, condicdes e aplicac@o.
o Guia para a Realizacdo de o ~ Lo .
RE n° 560 01/04/2002 Estudos de Estabilidade?* Revogada Revoga a RE N° 485, mas nao a altera significativamente.
Revoga a RE N° 560, mantém os estudos acelerado e de longa duragio,
o Guia para a Realizacdo de acrescenta os estudos de acompanhamento e de fotoestabilidade. Altera
REn"398 1271172004 Estudos de Estabilidade'! Revogada a frequéncia dos testes. Introduz o conceito de zonas climaticas e os
modelos de estudo de estabilidade reduzidos: agrupamento e matrizagao.
Revoga a RE N° 398, mantém os estudos acelerado, acompanhamento e
o Guia para a Realizacdo de longa durag@o. Define condic¢des dos testes para cada forma farmacéutica.
REn®1 29/0772005 Estudos de Estabilidade' Revogada Altera as condicoes para requerer o prazo de validade provisorio e elucida
as exigéncias para produtos importados.
Guia para a Realizacdo de Os tipos de estudos, defini¢des e condi¢des sdo os mesmos requeridos
INn°4 11/04/2007 Estudos de Estabilidade para Revogada para os demais medicamentos. Define os testes necessdrios para cada
Medicamentos Dinamizados® forma farmacéutica.
O item 2.9 preconiza a realizacdo do ensaio de identificacio e quanti-
Esclarece o item 2.9 do anexo ficagdo de produtos de degradacido e método analitico correspondente
ITn°1 15/07/2008 da Resolucio RE N 125 Vigente no estudo de estabilidade. A IT N° 1 define as condicdes do teste de
Solug degradagio forgada, cujo objetivo € atingir de 10% a 30% de degradagao.
Define os limites de notificagdo, identificagdo e qualificagao.
Procedimentos e condigdes
de realizacdo de estudos de ~ Vigente com altera- - LA L.
o e . - . Define as condig¢des para os estudos, exigéncias para o relatério de esta-
RDC n° 50 10/09/2011 estabilidade para o registro ¢Oes previstas pela bilidade e requisitos para registro e alteraces pés-reeistro
ou alteracdes pds-registro de ~ RDC N° 25/2013 q P & coes p g ’
produtos bioldgicos?’
Dispde sobre a realizac@o de Publica o Regulamento Técnico para os estudos de estabilidade para os
RDC n° 45 09/08/2012 estudos de estabilidade de Revogada IFAs que abrange todas as exigéncias, condicoes, frequéncia de testes e
IFAs.? requisitos minimos para o relatério de estabilidade.
Estabelece pardmetros para Defini¢ao mais detalhada da conduc@o dos estudos de degradagao (IFA,
o a notificagdo, identificagdo e ) placebo e medicamento) e das situagdes nas quais os produtos de degrada-
RDC 58 2011272013 qualificagdo de produtos de Revogada ¢do devem ser notificados, identificados e qualificados. Estabelece que a
degradac@o em medicamentos® norma entraria em vigor 24 meses apds sua publicacio.
fs;i?gzczgairggggzz p;;i Em vigor com alter- Muito similar 8 RDC 58; a diferenca consiste na definicdo de um
RDC n° 53 04/12/2015 ali ﬁcagéo, de pro dut(fs de acOes previstas pela calenddrio para atendimento a norma, organizado com a divisao dos
de?;ra dagﬁog em ms dicamentos® RDC N°171/2017 medicamentos em escaldes de classes terapéuticas.
d?(lilj }; :(r;; O;JCZ%ZZi?ﬁ}Z nglo Detalhamento dos procedimentos a serem adotados em estudos de
Guia n°® 04 08/12/2015 R uagli ﬁcagﬁo’ de bro dutosg de Vigente degradagdo forgada e desenvolvimento de métodos indicativos de esta-
deg(,]ra dagéoim melc)licamentos” bilidade, além de conceitos e defini¢des mais completas.
Revisa a anlicabilidade da Amplia as aplicagdes da RDC 53/2015 e mantem o escalonamento de
RDCn° 171 22/08/2017 RD CPS 32015% Vigente classes terapéuticas para o estabelecimento das datas nas quais a norma
entra em vigor.
Pereuntas e Perguntas e respostas sobre Presta esclarecimentos sobre os estudos do perfil de degradacdo e
resg ostziq 04/10/2017 aRDC 53/2015 e o Guia Vigente degradacdo forcada, situacdes em que a RDC 53/2015 ndo se aplica e
SPOstas 4/2015% como atender a essa norma para fins de registro e alteragdes pos-registro.
Estabelece os critérios para Retine informagdes e requerimentos legais para estudos de estabilidade
a realizagdo de estudos de de IFAs, medicamentos e medicamentos dinamizados. Inclui novos con-
RDCn°318  06/11/2019  estabilidade de IFAs e medica- Vigente ceitos como estabilidade em uso, aborda mais detalhadamente o estudo

mentos, exceto biolégicos, e dd
outras providéncias’

de estabilidade pés-reconstituicdo, especifica quais testes sdo requeridos
para os estudos de estabilidade.

para a determinag@o de fenoterol em formulacdes farmacéuticas (com-
primido e aerossol para inala¢@o oral), com detec¢@o em 436 nm (apds
reagdo do formaco com benzocaina, dcido sulfurico, nitrito de sédio
e trietilamina), que foi considerado seletivo em relagdo ao ipratrépio
(farmaco presente em formulagdes de dose fixa combinada com o
fenoterol), excipientes comuns (talco, lactose e estearato de magnésio)
e produtos provenientes da degradagio alcalina do farmaco.*’

A utilizacdo da espectrofotometria derivativa promoveu melhora

na seletividade durante a andlise de misturas e, por isso, encontram-se
descritos alguns métodos para avaliaciio da estabilidade de farmacos uti-
lizando essa técnica. Um exemplo € o estudo realizado por Archontaki,
no qual foi investigada a cinética de degradac@o da indometacina em
meio alcalino, utilizando-se espectrofotometria derivativa de quarta
ordem. O uso dessa técnica possibilitou resolu¢do adequada entre os
sinais do analito e do produto de degradagio formado.*

Dentre as intimeras técnicas que podem ser utilizadas para andlise
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de amostras de farmacos degradados, a mais utilizada € a cromatografia,
que inclui a cromatografia em camada delgada (CCD ou TLC, do inglés
Thin-layer chromatography), cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia (CCDAE ou HPTLC, do inglés High-performance thin-layer
chromatography), cromatografia liquida de alta e ultra eficiéncia
(CLAE ou HPLC, do inglés High performance liquid chromatography
e CLUE ou UHPLC do inglés Ultra high performance liquid chroma-
tography) e cromatografia gasosa (CG).* Devido a possibilidade de
separar multiplos componentes durante a andlise das amostras, a maior
precisdo e detectabilidade, os métodos cromatograficos tém precedéncia
sobre os métodos convencionais de andlise, principalmente quando se
trata de amostras provenientes de estudos de estabilidade.*¢4°

A CCD constitui uma das técnicas analiticas mais antigas e que
foi e continua sendo amplamente utilizada na industria farmacéutica.*
Suas grandes vantagens consistem na simplicidade e na rapidez da
andlise. Encontram-se descritos na literatura diversos métodos por
CCD para avaliagdo da estabilidade de produtos farmacéuticos. Esta
técnica € muito utilizada durante a etapa inicial dos estudos de degra-
dagdo for¢ada, na identifica¢@o dos produtos de degradagio formados
por meio da correspondéncia com padrdes de referéncia e também
para o isolamento dos mesmos por meio da CCD preparativa.’® H
vérios trabalhos nos quais sio realizadas andlises por CCD associada
principalmente a densitometria, para a quantificacdo do farmaco na
presenga dos produtos de degradagdo.** Treiber, em 1986, rea-
lizou um estudo de estabilidade acelerado para diversos firmacos
sensiveis a oxidagdo e utilizou a CCD associada a densitometria
para a construgdo de gréficos de cinética de degradagdo.* Um outro
trabalho foi desenvolvido por Schlemmer e Kammerl em 1973, no
qual foi utilizada a CCD quantitativa para avaliacdo da estabilidade
de cloridrato de tiamina em um produto liquido e de cloridrato de
noscapina em soluc@o aquosa, nos quais a mancha referente ao farma-
co foi separada dos provaveis produtos de degradagdo e quantificada
por espectroscopia de reflectancia.* Além dos estudos reportados na
literatura, encontram-se descritos nos diversos compéndios oficiais
farmacéuticos, diferentes métodos utilizando CCD para a realiza¢do
dos testes de substancias relacionadas e determinagdo de impurezas
orginicas em farmacos e medicamentos.'#~

A utilizac@o de placas cromatograficas constituidas por fase es-
taciondria de menor tamanho de particula, técnica conhecida como
CCDAE, favoreceu a resolucdo entre as manchas e, consequente-
mente, promoveu melhor separag@o entre o firmaco e os produtos de
degradacdo. Dessa forma, encontram-se descritos na literatura varios
métodos indicativos de estabilidade utilizando essa técnica para ava-
liagdo de farmacos e preparacoes farmacéuticas.*->* Um exemplo de
utilizacdo da CCDAE ¢€ o estudo realizado por Dixit e colaboradores,
no qual foi desenvolvido e validado um método para quantificacio
simultanea, por densitometria, de sinvastatina e ezetimibe na presenca
dos produtos provenientes da degradagdo em meios dcido, tampao
fosfato pH 6,8, oxidativo, calor seco e umidade.>

Devido a sua capacidade de alta resolugdo, seletividade e detec-
tabilidade, a CLAE € a técnica mais utilizada no desenvolvimento
de métodos indicativos de estabilidade.’** A CLAE foi desenvolvida
na década de 1960, aprimorada nos anos 70 e comecou a ser ampla-
mente utilizada, inclusive na avaliagdo da estabilidade de produtos
farmaceéuticos, a partir da década de 1980.% Sao intimeros os métodos
indicativos de estabilidade descritos na literatura utilizando CLAE
para obter separacdo adequada entre o farmaco e os produtos de
degradacio.

Dentre os diferentes tipos de detectores que podem ser acoplados
aCLAE, os espectrofotométricos de absorgéo no ultravioleta (UV) sdo
os mais frequentemente utilizados para andlises farmacéuticas, seja
do tipo comprimento de onda varidvel ou DAD.**® Quando sdo uti-
lizados detectores de comprimento de onda varidvel, a recomendacéo
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é que o comprimento de onda de deteccdo do método indicativo
de estabilidade seja relativamente baixo, ou seja, 0 mais proximo
possivel de 200 nm, para que assim aumente a probabilidade de que
todos os produtos de degradacdo formados possam ser detectados,
jé que esta € uma regido do espectro eletromagnético menos seleti-
va.* Diego e colaboradores submeteram o maleato de enalapril IFA
e diferentes formulacdes de comprimidos contendo esse farmaco
a varias condicdes de estresse (dcida, neutra, alcalina, oxidagao,
aquecimento e fotodegrada¢o), ao armazenamento sob condicdes de
estudo de estabilidade acelerado e, a partir das amostras degradadas,
desenvolveram método indicativo de estabilidade por CLAE-UV com
deteccdo em 215 nm.%’

A utiliza¢@o de um detector DAD promove aumento significativo
das informacdes que sdo obtidas durante a andlise cromatografica.
Ao se utilizar esse tipo de detector € possivel extrair cromatogramas
em diversos comprimentos de onda a partir de uma tnica corrida
cromatogréfica, obter os espectros de varredura na regiao do UV
dos picos cromatogréficos individuais e, além disso, determinar a
homogeneidade espectral de cada pico cromatografico, sendo essa
uma indicac@o da auséncia de coelui¢des (teste de pureza de pico).*
Diante dessas vantagens e, em prol do cumprimento das exigéncias
legislativas, a utilizagdo da CLAE com detector do tipo DAD vem
se tornando cada vez mais imprescindivel. No trabalho cientifico
realizado por Panditrao e colaboradores, no qual ¢ descrito um
método indicativo de estabilidade para determinagdo de dicloridrato
de pramipexol em IFA e comprimidos na presenga dos produtos de
degradacio formados em meio dcido, alcalino e oxidativo, o teste de
pureza de pico foi utilizado para comprovar a seletividade do méto-
do.*® Um outro estudo no qual a CLAE-DAD foi a técnica de escolha
para determinar os dados de pureza de pico e garantir a seletividade
do método indicativo de estabilidade desenvolvido para andlise do
cloridrato de donepezila e seus produtos de degradacdo foi descrito
por Ruela e colaboradores.” Cione e colaboradores utilizaram amos-
tras provenientes da degradacdo forcada (hidrdlise 4cida e alcalina,
oxidagio, luz e calor) da ampicilina benzatina e da ampicilina sédica
para desenvolver método indicativo de estabilidade por CLAE-DAD,
no qual os parametros de resolucio, simetria e pureza de pico foram
monitorados durante a otimiza¢do do método cromatografico.®

Devido ao seu amplo campo de aplicacdo, sensibilidade e faixa
de linearidade, a detec¢do por UV € a mais comumente aplicada no
desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade. Entretanto,
dentre as limitagdes referentes a utilizagao desse tipo de detector, estd
anecessidade do analito apresentar grupo croméforo para sua detec-
¢do, o que pode prejudicar a determinacio de farmacos, produtos de
degradacdo e impurezas que ndo possuem grupamentos quimicos que
absorvam na regido UV do espectro eletromagnético.®! Outra limita-
¢a0 dos detectores UV durante a andlise de produtos de degradacao
e impurezas € o fato desses analitos poderem apresentar 0 mesmo
grupo croméforo que o formaco. Assim, se ocorrer uma coeluigdo dos
mesmos, a seletividade do método analitico pode ser comprometida.
Como alternativa para essas limitagdes, outros detectores, como es-
pectrometro de massas, detector por espalhamento de luz evaporativo
(ELSD, em inglés Evaporative Light Scattering Detector) e detector
de aerossol carregado (CAD, em inglés Charged Aerosol Detector),
podem ser acoplados a CLAE e utilizados no desenvolvimento de
métodos indicativos de estabilidade.*' ¢

A detecgdo por fluorescéncia (FLU) ndo € muito recomendada ao
se desenvolver um método indicativo de estabilidade, uma vez que,
apesar do fdrmaco poder fluorescer, ndo € possivel garantir que os pro-
dutos de degradagao também apresentardo o mesmo comportamento
quimico.* Todavia, encontram-se na literatura alguns estudos que
utilizaram CLAE acoplado a detector de fluorescéncia (CLAE-FLU)
para avaliac@o da estabilidade de fairmacos e produtos farmacéuticos.
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Kamal e colaboradores descrevem um método por CLAE-FLU capaz
de determinar daclatasvir na presenca dos produtos de degradacio
formados em meio 4cido e alcalino. Esses pesquisadores relatam
ainda que os resultados de determinacdo do teor de daclatasvir em
comprimidos obtidos a partir do método fluorimétrico desenvolvido
sdo concordantes com os resultados obtidos utilizando-se um método
com detec¢do na regifio do UV.%

A detecgdo por espectrometria de massas (EM), no caso de mé-
todos indicativos de estabilidade, contribui para a detectabilidade e
seletividade do método analitico, além de ser muito titil para a eluci-
dacao estrutural dos produtos de degradacao e seu uso € recomendado
ainda para andlise de farmacos e produtos de degradag¢do que nao
apresentam grupos croméforos.* A separagdo conseguida por meio
de um sistema cromatografico adicionado as informacdes das razdes
massa/carga dos fons disponibilizadas pelo espectrdometro de massas
permite propor as estruturas quimicas dos produtos de degradacio
desconhecidos sem a necessidade de isolamento dos mesmos. *
Estdo presentes na literatura trabalhos utilizando diferentes tipos de
analisadores de massas, dentre eles os quadrupolos, armadilha de fons
(IT, do inglés Ion trap) e aqueles baseados no tempo de voo (TOF,
do inglés Time-of-flight).

Apesar de serem considerados de baixa resolucdo, encontram-se
descritos diversos trabalhos nos quais foram utilizados espectrometros
de massas do tipo quadrupolo para a elucidacio estrutural de produtos
de degradagdo. Um exemplo dessa aplicacio € o estudo realizado por
Bernardi e colaboradores, que acoplaram a CLAE a um espectrometro
de massas do tipo quadrupolo para realizar a identifica¢@o dos dois
produtos provenientes da degradag@o térmica do antitrombdtico
etexilato de dabigatrana.®

O analisador de massas do tipo armadilha de fons permite uma
pré-concentragdo do(s) fon(s) de interesse, aumentando assim a de-
tectabilidade do método analitico. Ja os analisadores de massas do
tipo TOF ndo lineares com refletores de {ons, sdo considerados de
alta resolugdo e, por isso, a sua aplicacdo na elucidac@o estrutural
dos produtos de degradagdo € recomendada.

Analisadores de massas sequenciais (hibridos) proporcionam
maior facilidade e confiabilidade na proposta das estruturas quimicas
dos produtos de degradagdo, uma vez que, além de fornecerem a razao
massa/carga do(s) fon(s) precursor(es), podem ser obtidas também as
razdes massa/carga dos respectivos fons produtos.®*> Raju e colabora-
dores desenvolveram e validaram método utilizando CLAE acoplada
aum espectrometro de massas hibrido do tipo quadrupolo-tempo de
Voo para a caracterizagdo de 16 produtos provenientes da degradagio
hidrolitica (4cida, neutra, alcalina) e oxidativa da prulifloxacina.®
Zhou e colaboradores utilizaram as informagdes provenientes de dois
métodos, um deles por CLAE acoplada a espectrometro de massas
do tipo triplo quadrupolo-armadilha de fons linear e outro método
por CLAE acoplado a espectrometro de massas por armadilha de
fons-tempo de voo para realizarem a identificacdo de sete produtos
provenientes da degradagdo do antiepilético lacosamida.®’

Além disso, o acoplamento de mais de um tipo de detector em sé-
rie também € utilizado para se obter diferentes informagdes a respeito
dos produtos de degradacgdo formados durante o desenvolvimento do
método indicativo de estabilidade.* Um exemplo € o acoplamento de
detectores DAD a um espectrometro de massas, que contribui para
o processo de elucidagdo estrutural dos produtos de degradacédo. Os
produtos de degradag@o provenientes do bromidrato de citalopram
foram identificados por Sharma e colaboradores por meio das infor-
magdes provenientes do método por CLAE-DAD e de um método por
CLAE-MS.% Reis e colaboradores utilizaram cromatégrafo a liquido
de alta eficiéncia com detector DAD acoplado a espectrometro de
massas sequencial para propor a estrutura quimica e mecanismo de
formag@o de trés produtos provenientes da degradacdo da nevirapina.®
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Coelho e colaboradores também propuseram as estruturas quimicas
dos produtos de degradac@o advindos da cloroquina na presenga de
peroxido de hidrogénio utilizando detector DAD e espectrometro de
massas sequencial.”

Os detectores ELSD e CAD também sdo alternativas na detecgdo
de analitos que nao absorvem na regido do UV, uma vez que néo re-
querem que os analitos apresentem grupos funcionais especificos ou
cromdforos.”! Por meio de métodos CLAE-ELSD € possivel analisar
qualquer analito que seja menos voldtil que a fase mével.”' Assim
como muitos outros aminoglicosideos, a espectinomicina ndo possui
um grupo cromdéforo, necessdrio a sua detec¢do no UV; por isso, sdo
encontrados na literatura métodos que utilizam derivatizagdo para a
sua determinag@o. Entretanto, Zhou e colaboradores desenvolveram
um método por CLAE-ELSD para determinacio direta de cloridrato
de espectinomicina e sete substancias relacionadas sem a etapa de
derivatiza¢do.”” Em relagdo ao principio de funcionamento do CAD,
o mesmo € semelhante ao ELSD, havendo a conversao do analito em
particulas finas. No entanto, em vez de usar a dispersdo da luz, seu
funcionamento baseia-se na aplicagio de uma carga as particulas, por
meio de uma descarga corona, e posterior medicdo da quantidade de
particulas carregadas por meio de um eletrdmetro.* Devido a estrutura
quimica da netilmicina e suas substincias relacionadas, as mesmas
apresentam baixa absorc¢do na regido do UV, o que compromete a
detectabilidade dos métodos que utilizam esse tipo de detector. Para
contornar esse problema, Joseph e colaboradores utilizaram CLAE-
CAD para desenvolver um método indicativo de estabilidade para
netilmicina.”

Um ponto que deve ser ressaltado, € a necessidade de quantificar
os produtos de degradacao formados durante o estudo de estabilidade.
Quando se trata de produtos de degradagdo caracterizados e disponi-
veis isoladamente, a quantificagdo pode ser realizada utilizando-se
o respectivo padrdo de referéncia. Por outro lado, quando se trata de
produtos de degradag@o ndo caracterizados e/ou ndo disponiveis para
utiliza¢@o na forma pura, a determinacdo de um fator de resposta rela-
tivo faz-se necessdria para a andlise quantitativa. Nesses casos, o fator
de resposta do farmaco € utilizado como referéncia para a quantifica-
¢do dos produtos de degradacdo desconhecidos.®>™ Entretanto, essa
prética pode levar a erros de quantificagdo, principalmente quando
se utiliza detector UV, uma vez que os produtos de degradagdo e o
farmaco podem possuir diferentes valores de absortividade molar,
fazendo com que apresentem fatores de resposta distintos.** Apesar
da utilizagdo de baixos valores de comprimentos de onda (205 nm
a 210 nm) aumentar a aplicabilidade da detec¢do UV e minimizar
as diferengas nos fatores de resposta, o mais recomendado € que
um detector universal, cuja resposta independe da estrutura quimica
do analito, seja utilizado para fornecer uma relagdo confidvel entre
a magnitude da resposta e a quantidade da substincia presente na
amostra.’*’™

Sun e colaboradores realizaram um estudo no qual os fatores
de resposta relativos de nove impurezas relacionadas ao paclitaxel
obtidos por CLAE-CAD foram comparados com os obtidos por
CLAE-UV. Como o pico de resposta utilizando o detector CAD €
independente da estrutura do analito, os fatores de resposta relati-
vos obtidos quando empregado CLAE-CAD foram praticamente
constantes para as nove impurezas analisadas e paclitaxel, com um
desvio padrdo relativo (DPR) da inclinagdo das diferentes curvas
de calibracdo de 5,6%. Por outro lado, quando utilizado o método
por CLAE-UYV, as respostas obtidas diferiram significativamente
de um analito para outro, com fator de resposta relativo individuais
variando entre 0,5 e 1,0 (DPR de 25%). Este estudo demonstrou que
erros significativos na quantificagdo podem ocorrer quando o fator
de resposta UV de substancias desconhecidas € assumido como um
e que, a utilizagdo de CLAE-CAD ¢ uma forma rdpida, conveniente
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e precisa para a determinagdo dos fatores de resposta relativos de
impurezas desconhecidas.®!*

Apesar da CLAE ser considerada a técnica analitica mais desen-
volvida, difundida e empregada em laboratdrios analiticos de indus-
trias farmacéuticas e quimicas,” cada vez mais existe a demanda por
métodos de andlise mais rapidos, com elevada eficiéncia de separagio
e que necessitem de menor consumo de solventes organicos. Nesse
contexto, destaca-se a utilizagdo da CLUE.” Um exemplo da utiliza-
cdo dessa técnica € o estudo descrito por Krishnaiah e colaboradores,
que submeteram a valsartana a condi¢des de degradacdo for¢cada em
meios oxidativo, dcido, alcalino, neutro, térmico, fotolitico e desen-
volveram método indicativo de estabilidade por CLUE-DAD de nove
minutos de tempo de corrida, seletivo a valsartana na presenca de sete
impurezas farmacopeicas e aos produtos de degradacao formados.”
Kumar e colaboradores também utilizaram a CLUE-DAD para obter
método indicativo de estabilidade com dez minutos de corrida para
determinacdo de nizatidina na presenca dos conservantes metilpara-
beno e propilparabeno e dos produtos de degradagio formados apds
a realizagdo dos testes de estresse.”

No caso de amostras voldteis, a CG com detecc¢io por ionizagdo
de chama (FID, do inglés Flame ionization detector) ou por espec-
trometria de massas € a técnica de escolha, como foi descrito por
Jamrégiewicz e Wielgomas, que estudaram a formagao de produtos
volateis a partir da fotodegradagdo da ranitidina em estado sélido
por CG acoplada a espectrometria de massas.” A CG pode também
ser utilizada como técnica de andlise complementar a cromatografia
liquida, no caso de suspeita de produtos de degradagdo voldteis.
Encontram-se também na literatura artigos nos quais sdo relatados
métodos utilizando CG para quantificar o fAirmaco e suas substancias
relacionadas, como exemplificado pelo estudo descrito por Belal e
colaboradores, que desenvolveram método por CG acoplada a espec-
trometria de massas para a determinag@o simultanea de dicloridrato
de trimetazidina e duas substincias relacionadas.®

Os estudos descritos sdo apenas alguns dentre inimeros outros
encontrados na literatura, utilizados para exemplificar a aplicagao das
diferentes técnicas analiticas durante a avaliacdo da estabilidade de
farmacos e formulagdes farmacéuticas. Um resumo da evolugdo das
técnicas analiticas descritas estd apresentado na Figura 2.

Titulometria

CCD e CCDAE . ® Espectrofotometria UV/Vis

CLAE-UV

CLAE-DAD.

CLAE-FLU

CLAE-ELSD/

Estudos de estabilidade
de farmacos e medicamentos

Figura 2. Técnicas analiticas utilizadas em estudos de estabilidade de fir-
macos e medicamentos.

TECNICAS DE CARACTERIZACAO EMPREGADAS NA
AVALIACAO DA ESTABILIDADE

A utilizagdo combinada de técnicas analiticas e de caracterizagao,
sobretudo no estado solido, tem sido cada vez mais demandada na
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avaliacdo da estabilidade de farmacos e produtos farmacéuticos.
Vale lembrar que a maioria das formas farmacéuticas atualmente
disponives sdo os s6lidos de uso oral (comprimidos, cdpsulas,
etc),’! o que reforca a necessidade de empregar essas técnicas
no estudo de sélidos farmacéuticos.®? Dentre as técnicas mais
utilizadas destacam-se a difracdo de raios X (DRX),% as técnicas
termoanaliticas de termogravimetria (TG), calorimetria exploratdria
diferencial (DSC, do inglés differential scanning calorimeter) e
termomicroscopia 6tica (TOA, do inglés termo-optical analysis),%*
a espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV) e de
espalhamento Raman,® a ressonincia magnética nuclear (RMN),%
as técnicas microscopicas (microscopia eletronica de varredura e no
infravermelho)?” e a CLAE.? A seguir serd apresentado o principio
basico dessas técnicas bem como trabalhos que ilustram a aplicagio
delas em estudos de estabilidade de IFAs e medicamentos.

A DRX € uma poderosa técnica de caracterizagdo no estado
solido com intimeras aplicagdes na drea de farmacéutica, inclusive
em estudos de estabilidade.®**! A técnica se baseia no espalhamento
dos raios X por materias cristalinos, cuja principal caracteristica é o
ordenamento a longo alcance dos dtomos e moléculas. Quando um
feixe de raios X incide sobre um cristal que € constituido de infinitos e
sucessivos planos atdmicos, este interage com a densidade eletronica,
sendo difratado em certas direcdes e produzindo um padrao tnico e
proprio do cristal, denominado padrdo de difracdo. A simetria desse
padrdo contém informacéo acerca do arranjo interno das moléculas no
cristal, enquanto que as intensidades das reflexdes (feixes difratados)
fornecem informag@o sobre a constitui¢do quimica das moléculas.”
No caso de materias amorfos, ou seja, aqueles que ndo possuem or-
denamento a longo alcance, os raios X ndo sao espalhados de forma
eficiente, ndo sendo possivel obter um padrdo de difracdo. Dessa
forma, a DRX € a técnica mais indicada e tem sido amplamente utili-
zada para monitorar se, durante o periodo de armazenamento, ocorre
perda de cristalidade dos produtos farmacéuticos ou recristalizagio
de compostos que deveriam estar na forma amorfa.’”*%

Rumondor e colaboradores investigaram a cinética de recrista-
lizagdo de dispersdes amorfas contendo o farmaco felodipina. Os
autores alteraram a umidade relativa e o tipo de polimero empre-
gado nas preparacdes e demostraram, por DRX, que a estabilidade
das dispersdes das amostras preparadas € altamente dependente da
umidade relativa e do tipo de polimero.?® Outro interessante trabalho
publicado recentemente mostrou o efeito de diferentes polimeros
na estabilidade fisica de dispersdes solidas amorfas de resveratrol.
Neste trabalho, a cristalinidade do farmaco foi avaliada por DRX e
foi possivel selecionar polimeros que inibiram efetivamente a cris-
taliza¢@o do resveratrol de maneira a manté-lo na forma amorfa nas
etapas de processamento e armazenamento, garantindo a estabilidade
da formulacéo.”’

As técnicas termoanaliticas s3o aquelas nas quais as propriedades
fisicas e quimicas dos compostos sdo determinadas em funcgdo de
uma variagdo programada de temperatura que € aplicada ao sistema,
permitindo inferir sobre o comportamento térmico do material.”®
Os principais eventos observados durante as andlises térmicas sdo:
fusdo, decomposic¢ao, dessolvatagdo, desidratacdo, transicdes de fase
e cristalizagdo. A andlise por DSC quantifica a energia absorvida ou
liberada por uma amostra, comparado a um material de referéncia,
quando esta € aquecida ou resfriada.”” As andlises de TG mensuram
a perda de massa em fun¢do da temperatura, sendo importante na
determinacéo da estabilidade térmica de uma amostra.'” De forma
a complementar, os experimentos de TOA permitem o acompanha-
mento, em tempo real, das transformagdes que acontecem na amostra,
quando varia-se a temperatura, usando uma placa de aquecimento
acoplada a um microscépio 6tico contendo uma camera de video.'”!
Em geral, € sempre desejdvel que os resultados de DSC e TG e as
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imagens de TOA sejam correlacionados, de forma a tornar a inter-
pretacdo dos eventos térmicos inequivoca.

Recentemente, varios relatos na literatura demostraram a grande
aplicabilidade das andlises térmicas nos estudos de estabilidade de
produtos farmacéuticos, principalmente em estudos envolvendo a
interagdo farmaco-excipientes.'”>"'% Giovanna e colaboradores inves-
tigaram, usando DSC, a compatibilidade entre o firmaco haloperidol
e trés excipientes (polivinilpirrolidona, estearato de magnésio e
lactose monohidratada) em misturas bindrias e ternarias. Os autores
mostraram que hd forte interagio entre o fairmaco e a polivinilpirroli-
dona, fato comprovado por alteracdes no evento de fusdo das curvas
de DSC.'"" Em outro trabalho semelhante, Harding e colaboradores
verificaram a compatibilidade de misturas fisicas entre o dcido ace-
tilsalicilico e o estearato de magnésio usando a técnica de TOA. As
imagens de TOA mostraram que as particulas de dcido acetilsalicilico
ficaram envolvidas por finas particulas de estearato de magnésio e
uma camada liquida foi formada em torno das particulas do fdrmaco
com o aumento da temperatura. Os autores concluiram que a redugao
da temperatura de fusdo da mistura fisica de firmaco-excipiente
evidencia a interacdo entre ambos.'*

A espectroscopia vibracional ¢ amplamente utilizada na carac-
terizagdo de compostos farmacéuticos. Os espectros de absor¢ao
na regido do infravermelho (IV) e espalhamento Raman fornecem
importantes informacdes sobre os modos vibracionais das molécu-
las.! Enquanto a absor¢do na regifio do IV depende da variagdo do
momento de dipolo da molécula, o espalhamento Raman depende
da polarizabilidade. Como consequéncia, as informacdes fornecidas
pelos espectros IV e Raman sdo complementares. As bandas que
aparecem em ambos 0s espectros sdo atribuidas a grupos funcionais e
a conformacao das moléculas, sendo, portanto, titeis na identificacao
€ a0 mesmo tempo sensiveis a alteragdes moleculares, ainda que su-
tis.® Na literatura, inimeros trabalhos envolvendo nio s6 IFAs como
também medicamentos utilizaram espectroscopia vibracional para a
avalia¢do da estabilidade.!-'® Saerens e colaboradores mostraram
que o alargamento de bandas nos espectros Raman estava relacionado
com o processo de amorfizacio do IFA, ou seja, uma transigdo de fase
que compromete a estabilidade.!"® Uma vez que a espectroscopia no
IV e de espalhamento Raman permitem estudar interagdes intermo-
leculares, Andrews e colaboradores demostraram possiveis interagdes
entre o excipiente polivinilpirrolidona e o farmaco antineopldsico
bicalutamida, com base em deslocamentos de bandas nos espectros.!!!
Devido a elevada sensibilidade a dgua, a espectroscopia no IV pode
ainda ser usada para a estimativa do conteido de dgua em produtos
farmacéuticos, conforme demonstrou Rantanen e colaboradores.''?

A RMN investiga ambientes atdbmicos com base nas diferentes
frequéncias de ressondncia exibidas por nucleos - cujo spin seja
diferente de zero - quando expostos a um forte campo magnético.''?
Diferentes nicleos podem ser observados nos experimentos RMN,
mas os de dtomos de hidrogénio ('H) e carbono (**C) sdo os mais
frequentemente estudados. A RMN convencional, cujos experimen-
tos sdo realizados em solugdes contendo a amostra solubilizada
em um solvente deuterado, ¢ comumente usada para elucidacdo de
estruturas.''3 Por outro lado, anélises por RMN no estado sélido sdo
extremamente Uteis para caracterizar sélidos farmacéuticos, sendo
inclusive utilizada como técnica complementar em estudos de esta-
bilidade, conforme demonstrado em alguns trabalhos recentemente
publicados.'"*116 Neste caso, os niicleos mais comumente analisados
sdo: 13C, 3'P, BN, Mg e *Na. Em um trabalho publicado por Aso e
colaboradores, no qual foram investigadas preparacdes amorfas entre
os farmacos nifedipina e fenobarbital, verificou-se que a formagao de
ligagdes de hidrogénio reduziu a mobilidade molecular, aumentando
assim a estabilidade dos sistemas amorfos preparados.'” Schachter
e colaboradores estudaram as interagdes intermoleculares em uma
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dispersao sélida de cetoprofeno e 6xido de polietileno, revelando que
a formacdo de liga¢des de hidrogénio entre o farmaco e o excipiente
aumenta a miscibilidade.''®* Em ambos os trabalhos mencionados, a
mobilidade molecular foi determinada por RMN no estado sélido.
Além disso, existem inimeros trabalhos na literatura demostrando
o uso do RMN de forma quantitativa para o estabelecimento de
substancias quimicas de referéncia'"” e em estudos de estabilidade,'*
sem contar aqueles em que o RMN atua como técnica de deteccdo,
principalmente quando acoplado 8 CLAE (CLAE-RMN)."?!

Os trabalhos mencionados acima, que utilizaram diferentes
técnicas de caracterizacio no estado sélido, evidenciam o crescente
uso das mesmas em estudos de estabilidade de farmacos e produtos
farmacéuticos em geral, o que torna claro ndo sé a necessidade de
implementac@o dessas técnicas nas rotinas analiticas como também
a sua inser¢d@o nos guias e legislagdes relacionados a estabilidade.

Ademais, nas ultimas décadas, outros segmentos relacionados
direta ou indiretamente ao ramo farmacéutico também deram contri-
buicdes notdrias para a melhoria da estabilidade ndo s6 dos farmacos
como também das formulacdes farmacéuticas. Como exemplos,
merece destaque a engenharia de cristais, que tem se mostrado muito
eficiente no melhoramento da estabilidade de IFAs, sobretudo por
meio do desenho de novas formas sélidas multicomponentes!'?*-'> e
os sistemas poliméricos nanoestruturados, que tem permitido ende-
recar, por diferentes vias de administra¢ao, firmacos extremamente
instdveis, aos seus respectivos sitios de agdo.!?*"1%8

ANALISE CRITICA

A legislacdo brasileira tem buscado um maior alinhamento a legis-
lacdo internacional, especialmente em relacdo aos guias do ICH e da
WHO, sendo possivel notar que os documentos produzidos por estas
agéncias serviram de base para a elaborac@o das normas brasileiras.
As principais diferengas encontradas se referem as peculiaridades do
clima de cadaregido. Entretanto, a legislagdo brasileira apresenta uma
grande quantidade de documentos publicados, o que promove uma
fragmentacdo do assunto, dificultando o entendimento pleno daqueles
que visam realizar os estudos de estabilidade e obter o registro do
seu produto junto a ANVISA.

A RE n° 1/2005 exigia a identificacdo e a quantificacdo dos
produtos de degradacdo com a utilizagdo de método adequado.
Entretanto, ndo haviam maiores explicagdes sobre como atender a
esta exigéncia, o que gerou divida naqueles que deveriam atender a
legislacdo. Apenas em 2008, a ANVISA publicou o Informe Técnico
n° 1 que prestou esclarecimentos sobre tal exigéncia, introduzindo a
necessidade da realizagio de estudos que submetessem o medicamen-
to a condicdes de estresse, o que em legislagdes posteriores ganhou
a denominacio de estudo de degradag@o forgcada.

O Guia para Estudos de Estabilidade de IFAs foi publicado tar-
diamente, em 2012, e, anteriormente a sua publicagdo, ndo haviam
exigéncias especificas acerca da comprovagao da estabilidade de IFAs.
Tais exigéncias sdo extremamente importantes, j4 que a formulagao
do medicamento deve ser desenvolvida levando em consideracio os
aspectos de estabilidade do farmaco que serd utilizado, e que, espe-
cialmente para as situagdes em que as peticdes de registro abrangem
novos farmacos ainda ndo existem informagdes robustas acerca das
propriedades desta nova molécula. A RDC n° 318 reuniu os estudos
de estabilidade de IFAs e medicamentos no mesmo documento, o
que compila as informagdes e facilita a busca e compreensdo sobre
0 assunto.

Fato que merece destaque € que nio existem normas de estabilida-
de direcionadas especificamente aos excipientes farmacéuticos no am-
bito internacional, tampouco no nacional. Considerando que a grande
maioria dos medicamentos contém excipientes em sua formulacao,
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¢ relevante direcionar a ateng¢@o também a estes constituintes, uma
vez que muitas das instabilidades de formulacdes ocorrem devido
a presencga destes componentes, seja por incompatibilidade com o
IFA ou devido as impurezas reativas presentes nos excipientes. Além
disto, destaca-se a auséncia de informacdes e de exigéncias de estudos
que elucidem o comportamento dos excipientes frente as condi¢des
ambientais e com o decorrer do tempo.

Uma dificuldade que transcende as questdes normativas € a
auséncia de harmonizagdo quanto as condi¢des e aos endpoints para
a realizacio dos estudos de degradacdo forcada. Desta forma, ndo
existe um guia para o estabelecimento das condi¢des degradantes
que devem ser empregadas neste tipo de estudo, o que gera duividas
sobre o quio extremas estas condi¢des devem ser e sobre como de-
senvolver e validar um método indicativo de estabilidade. Espera-se
que, no futuro, com a experiéncia adquirida pelas industrias e pela
academia, e com o desenvolvimento e publicacdo de estudos, um
maior alinhamento seja atingido acerca desse assunto e, assim, seja
possivel delimitar melhor os parametros e publicar novas diretrizes.

Diante da globalizacdo e da importancia das relagdes comerciais
entre os paises, além da necessidade da publicacdo de normas para
atender as novas demandas € importante também que as legislacdes
estejam em consonancia, a fim de facilitar as questdes de exportacao
e importacdo de insumos e produtos farmacéuticos. Neste sentido, a
conquista da ANVISA de uma vaga no comité gestor do ICH coloca
a agéncia em destaque, visto que € a Unica autoridade da América
Latina a ocupar tal posicdo. Com isto, ganha em poder decisério
junto ao ICH, além de adquirir o direito de participar das discussdes
e realizar proposi¢des a Assembleia sobre temas prioritdrios para
harmonizacao, supervisido dos grupos de trabalho, elei¢do de novos
membros e treinamentos. Desta forma, os medicamentos registrados
pela ANVISA atenderdo aos requisitos daqueles registrados nos prin-
cipais mercados internacionais. Assim, o nivel de exigéncia para o
registro dos medicamentos no Brasil serd elevado, bem como o padrdo
de qualidade, que sera equiparado aos padrdes internacionais. Com
isso, havera melhoria da qualidade dos medicamentos brasileiros,
além do aumento da competitividade para o mercado nacional e do
favorecimento das relagdes comerciais no dmbito de medicamentos
entre o Brasil e os demais paises do mundo.

Com rela¢@o as técnicas utilizadas na avalia¢do da estabilidade de
insumos e produtos farmacéuticos, é possivel observar uma evolugio
relacionada a maior seletividade e detectabilidade das mesmas ao
longo dos ultimos quarenta anos. Entretanto, devido a possibilidade de
separar varios analitos e a elevada precisdo, a CLAE € a técnica mais
recomendada e empregada no desenvolvimento de métodos indicativos
de estabilidade. Uma tendéncia refere-se a redug¢@o do tempo de andlise
e da quantidade de residuos gerados, o que pode ser obtido com a utili-
zagdo de técnicas que proporcionam andlises mais eficientes e rapidas,
como € o caso da CLUE. Dentre os detectores utilizados, o DAD merece
destaque, uma vez que uma das suas vantagens consiste em permitir a
verificagdo da homogeneidade espectral do pico cromatografico. Um
outro aspecto importante trata-se da identificacdo dos produtos de
degradagio e, para isso, técnicas com elevada detectabilidade e que
permitem a caracterizagio estrutural dos compostos formados, como
a espectrometria de massas, apresentam elevada aplicabilidade, sendo
os analisadores de alta resoluc@o, os mais indicados.

Por outro lado, em relag¢@o ao uso de técnicas de caracteriza¢do em
estudos de estabilidade de produtos farmacéuticos, percebe-se, pelos
indmeros trabalhos reportados nos ultimos anos, que essas técnicas
fornecem informacdes valiosas e com uma imensa riqueza de detalhes,
quando empregadas em estudos de estabilidade de [FAs e medicamen-
tos. Outro aspecto marcante observado € o emprego destas técnicas
de forma integrada, ja que isso possibilita a avaliacdo de diferentes
propriedades, como térmicas, moleculares, estruturais, morfoldgicas
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e polimdficas que estdo relacionadas direta ou indiretamente com a
estabilidade. O polimorfismo, definido como a habilidade de uma
substincia existir em duas ou mais formas cristalinas no estado
solido, e cuja ocorréncia € até certo ponto comum em [FAs, ganhou
muito destaque nas dltimas decadas, uma vez que pode influenciar
diretamente nas propriedades de interesse farmacéutico.”!'* Isso
ocorre porque diferentes arranjos cristalinos de um mesmo IFA
apresentam diferentes padrdes de interagdes intra e intermoleculares
e consequentemente diferentes energias de rede. Tal fato resulta em
variagdes das propriedades fisico-quimicas e farmacéuticas, que
podem ir desde a solubilidade e biodisponibilidade até a estabilida-
de do IFA no medicamento. De uma forma geral, todas as técnicas
de caracterizagdo mencionadas nesta revisdo, sdo empregadas nos
estudos de polimorfos visando estabelecer a sua possivel influéncia
na estabilidade de IFAs e medicamentos.'?!

Ainda que todos esses avancos no campo da pesquisa sejam
notdrios, a mengdo a essas técnicas de caracterizacio nas legislagoes
e guias nacionais e internacionais relacionados a estabilidade ainda
€ muito discreta. Nesse sentido, espera-se que as proximas normas
a serem publicadas sobre estabilidade envolvendo produtos farma-
céuticos comecem a exigir ou pelo menos mencionem a utilizagao de
algumas dessas técnicas, na tentativa de auxiliar a implementagio e
uso das mesmas na rotina dos laboratérios farmacéuticos.

CONCLUSAO

O estudo de estabilidade de insumos e produtos farmacéuticos
constitui um parametro de grande importancia ndo apenas no que
diz respeito aos aspectos legais, abrangendo as questdes relativas
ao registro e pés-registro, mas também quanto as questdes de saide
publica. Além disso, o alinhamento das legislacdes dos diversos paises
é relevante para as relagdes comerciais. Neste sentido, a inser¢@o da
ANVISA no comité gestor do ICH constitui um importante marco
para os assuntos regulatorios que tratam de medicamentos no Brasil.
A harmonizacdo das normas pode expandir o comércio internacional,
favorecendo a economia do pafs, além de alinhar o padrio de qualida-
de dos medicamentos produzidos no Brasil aos padrdes internacionais.

Apesar de tamanha relevancia, este tema € relativamente recente,
especialmente em termos legais no Brasil. A evolugdo das técnicas
analiticas confere ferramentas fundamentais para os estudos de
estabilidade, proporcionando ganhos em termos de seletividade,
detectabilidade, rapidez e até mesmo na redu¢ado da geracio de resi-
duos, favorecendo questdes ambientais, uma vez que a modernizagao
das técnicas envolve o uso reduzido de solventes organicos, como
acontece na CLUE.

Diante da constante evolucao da legislacdo e das técnicas anali-
ticas e de caracterizagdo empregadas nos estudos de estabilidade de
insumos e produtos farmacéuticos, este trabalho sintetiza os aspectos
legais, bem como destaca a evolucdo de todas as técnicas direta ou
indiretamente envolvidas, deixando claro qual € o atual cendrio dos
estudos de estabilidade e quais serdo os desafios enfrentados nas
proximas décadas, quanto a realizacdo destes estudos no Brasil e
no mundo.
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