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RESUMO

O &cido micofendlico (MPA) é um inibidor seletivo, ndo-competitivo e reversivel da enzima
monofosfato de inosina desidrogenase, sendo comercializado como pré-farmaco na forma
de micofenolato de mofetila (MMF) em formulacdo de comprimidos de liberacdo imediata e
na forma de micofenolato de sédio (MSD) em formulacdo de comprimidos
gastrorresistentes. Ambos o0s derivados de MPA sdo utlizados na terapia de
imunossupressdo em pos-transplantes. A determinacdo de parametros de qualidade para
matérias-primas e comprimidos dos derivados do MPA é importante para viabilizar acdes de
fiscalizacdo sanitaria e favorecer medidas de implementacdo da producdo de comprimidos
de MMF e MSD nos laboratorios oficiais da rede publica. A qualidade de MMF matéria-prima
foi avaliada de acordo com testes fisico-quimicos estabelecidos na Farmacopéia Européia.
Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado para
guantificacdo de MMF e produtos de degradacdo (hidrolise) em comprimidos. Método
alternativo por espectrofotometria no ultravioleta foi utilizado para quantificacdo de MMF em
comprimidos. Os métodos foram equivalentes quanto a precisdo e exatiddo, entretanto o
método espectrofotométrico ndo é seletivo para as impurezas. O perfil de dissolugcdo de
MMF comprimidos foi avaliado utilizando medicamento genérico e referéncia em diferentes
meios de dissoluc¢édo (HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tamp&o fosfato de sédio 0,1 mol/l pH
3,0) com pas 50 rpm. Os dois produtos apresentaram dissolucéo (n = 12) superior a 85% em
15 minutos nas condicbes estabelecidas, demonstrando que o principio ativo é facilmente
liberado pelas formulacdes. Testes fisico-quimicos quanto a identidade, pureza e teor foram
propostos para MSD matéria-prima. Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvido e validado para quantificacdo de MSD em matéria-prima e comprimidos.
Método por espectrofotometria no ultravioleta foi desenvolvido e validado para o
doseamento de MSD em comprimidos e demonstrou-se equivalente quanto a precisédo e
exatiddo em comparacdo ao método cromatografico. A resisténcia do revestimento entérico
dos comprimidos de MSD ao fluido géstrico foi verificada qualitativamente no teste de
desintegracao e quantitativamente no teste de dissolucdo. A libera¢do do principio ativo em
tampao fosfato foi avaliada em pH 5,5 , 6,0 e 6,8. Monografias farmacopéicas foram
propostas para MMF e MSD matéria-prima e comprimidos com base nos dados

experimentais obtidos.

Palavras-chave : acido micofendlico, micofenolato de mofetila, micofenolato de sdédio,
revestimento entérico, controle de qualidade, CLAE, espectrofotometria no ultravioleta,

dissolucéo.



ABSTRACT

Mycophenolic acid (MPA) is a specific, hon-competitive and reversible inhibitor of
inosine monophosphate dehydrogenase. It is marketed as pro-drug mycophenolate
mofetil (MMF) in immediate release tablets, as well as sodium mycophenolic (MSD)
in enteric-coated tablets formulation. The derivatives of MPA are used in the
immunosuppression therapy of post-transplant patients. The evaluation of the quality
parameters for drug substance and tablets containing the derivatives of MPA is
important to surveillance actions, regulatory matters and to promote national
manufacturing by the public official laboratories. The quality of MMF drug substance
was evaluated according to physicalchemical tests described in European
Pharmacopoeia. An assay method for MMF and its degradation products (hydrolysis)
in tablets using high performance liquid chromatography was developed and
validated. Alternative method by ultraviolet spectrophotometry was used to assay
MMF in tablets. The methods were equivalent on precision and accuracy, however,
the spectrophotometric method is not selective for impurities. The dissolution profile
of MMF tablets was evaluated using generic and reference drugs at different
conditions (HCI 0.1 mol/l, HCI 0.01 mol/l and phosphate buffer 0.1 mol/l pH 3.0) with
paddles 50 rpm. Both products showed dissolution (n = 12) greater than 85% in 15
minutes, demonstrating that the drug is easily released by formulations.
Physicalchemical tests concerning the identity, purity and assay for analysis of MSD
drug substance was proposed. A method using high performance liquid
chromatography was developed and validated to assay MSD in drug substance and
tablets. A method by ultraviolet spectrophotometry was also developed and validated
to assay MSD in tablets, and showed the same precision and accuracy compared to
the chromatography method. The resistance of the enteric coating tablets at gastric
fluid was checked qualitatively on disintegration test and quantitatively on dissolution
test. The release of the drug was evaluated in phosphate buffer solution at pH 5.5 ,
6.0 and 6.8. Pharmacopoeial monographs were proposed for MMF and MSD drug
substance and tablets based on the obtained experimental data.

Keywords: mycophenolic acid, mycophenolate mofetil, sodium mycophenolic,

enteric-coated, quality control, HPLC, ultraviolet spectrophotometry, dissolution.
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1 INTRODUCAO

As questbes sobre medicamentos e assisténcia farmacéutica vém ganhando espaco
na agenda governamental e na sociedade. Algumas razbes, como O
desenvolvimento tecnoldgico, podem justificar o incremento dessa visibilidade. A
ampliacdo da abrangéncia do medicamento garante a existéncia de produtos para
guase todas as enfermidades. Aléem disso, os medicamentos sdo cada vez mais
seguros e eficazes, contribuindo para aumentar a expectativa e a qualidade de vida
da populacéo (OLIVEIRA et al., 2006).

Um produto farmacéutico inovador € o primeiro autorizado para comercializagao,
normalmente como medicamento patenteado, com base em documentacdo de
eficicia, seguranca e qualidade. O produto inovador € reconhecido como referéncia
por autoridade sanitaria nacional (BRASIL, 1999; WORLD..., 2005b).

O medicamento genérico é aquele intercambiavel ao referéncia, produzido apos
expiragdo ou rendncia da protecdo patentaria e de outros direitos de exclusividade.
Considera-se intercambiavel os produtos terapeuticamente equivalentes. Existem
ainda, os produtos considerados alternativas farmacéuticas. Nesse caso, eles
possuem a mesma molécula terapeuticamente ativa, mas diferem na forma
farmacéutica ou quimica, incluindo diferentes sais ou ésteres (BRASIL, 1999;
WORLD..., 2005b).

A comprovacdo da equivaléncia terapéutica entre medicamento genérico e
referéncia € avaliada por meio de estudos de equivaléncia farmacéutica e de
estudos de bioequivaléncia apropriados, ensaios farmacodinamicos, ensaios clinicos
ou estudos in vitro. Para o registro de contraceptivos, hormoénios endbgenos e
imunossupressores, € exigido que o protocolo de estudo de bioequivaléncia seja
elaborado por Centro certificado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), e em conformidade com o Guia para Elaboragcdo de Protocolo de
Biodisponibilidade Relativa e Bioequivaléncia. Para os demais medicamentos, é
facultada a empresa a apresentacdo do protocolo de estudo de bioequivaléncia
(BRASIL, 2007a).
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Para estudo de equivaléncia farmacéutica, os medicamentos devem cumprir com as
mesmas especificacdes atualizadas da Farmacopéia Brasileira. Na auséncia destas,
com as de outros codigos autorizados pela legislacdo vigente ou, ainda, com outros
padrdoes aplicaveis de qualidade, relacionados a identidade, dosagem, pureza,
poténcia, uniformidade de conteudo, tempo de desintegracdo e velocidade de
dissolugéo, quando for o caso (BRASIL, 2007a).

Um dos grandes desafios impostos ao poder publico brasileiro tem sido ampliar o
acesso da populacdo a medicamentos. Desde 1998, com a elaboragcédo da Politica
Nacional de Medicamentos, as a¢0es foram articuladas envolvendo a reestruturacao
e a expansao da assisténcia farmacéutica, a regulacdo econémica e a regulacéo
sanitaria (BRASIL, 2002).

Os medicamentos genéricos tém assumido grande importancia como mecanismo de
acesso da populacdo a medicamentos eficazes e seguros a precos mais baixos. De
acordo com dados estatisticos da Anvisa, 0 niumero de registros de medicamentos
genéricos foi crescente desde o estabelecimento desses produtos no pais pela Lei
n° 9.787 de 10 de fevereiro de 1999. Dos 2.084 registros totais, 1.697 (81%) sao de
origem nacional e 397 (19%) importados, sendo que deste ultimo dado 52% sé&o
provenientes da india (BRASIL, 2006a, 2006b; ROMANO & BERNARDO, 2001).

Em 10 de fevereiro de 2004, com a Resolucdo RE n° 212 da Diretoria Colegiada da
Anvisa, determinou-se como medida de interesse sanitario, a apreensdao em todo
territdrio nacional de lotes de produtos genéricos de micofenolato de mofetila (MMF)
comprimidos. Em 11 de novembro de 2004, pela Resolu¢cdo RE n°® 1.796, a mesma
Diretoria determinou a apreensao de outros lotes dos produtos por ndao atender as
exigéncias regulamentares. Em 14 de novembro de 2007, a Anvisa, por meio da RE
n° 3.575, cancelou o registro de um medicamento genérico de MMF por ndo ser
bioequivalente ao medicamento referéncia (BRASIL, 2004a, 2004b e 2007hb).

O MMF é um pro-farmaco do acido micofendlico (MPA), agente imunossupressor
indicado na profilaxia da rejeicdo de oOrgdos em tratamentos poés-transplantes. O
MPA também é comercializado na forma de sal sodico (micofenolato de soédio -
MSD).
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O produto referéncia para MMF é o CellCept®, fabricado por Roche. As
apresentacées farmacéuticas de CellCept® disponiveis sdo: comprimidos revestidos
de 500 mg, capsulas de 250 mg, pO para suspensdo oral de 1 g/5 ml e pd para
solucdo injetavel 500 mg de MMF. O produto referéncia para MSD é o Myfortic®,
fabricado pelo Laboratério Novartis. As apresentacfes farmacéuticas de Myfortic®
disponiveis sdo comprimidos com revestimento entérico nas doses de 180 e 360 mg

de MPA na forma de sal soédico.

Os derivados do MPA nédo constam na Relagdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (Rename) (BRASIL, 2008), ndo estdo na lista de medicamentos
essenciais estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WORLD...,
2005a) e nado apresentam monografias de produtos acabados em farmacopéias.
Mesmo assim, devido a eficacia terapéutica e demanda clinica, tornaram-se
medicamentos de uso habitual em tratamento pdés-transplantes, fazendo parte da
lista de farmacos imunossupressores do Componente de Medicamentos de

Dispensacao Excepcional da Assisténcia Farmacéutica (CMDE) (BRASIL, 2006c).

O CMDE caracteriza-se como uma estratégia da politica de assisténcia
farmacéutica. O objetivo é disponibilizar medicamentos no &mbito do Sistema Unico
de Saude (SUS) para tratamento de agravos por doenca prevalente, rara ou de
baixa prevaléncia, com indicacdo de uso de medicamento de alto valor unitario ou
que, pela cronicidade do tratamento, seja de custo elevado (BRASIL, 2006c).
Algumas das condi¢cbes de utilizagdo destes medicamentos englobam: Doenca de
Gaucher, Doenca de Parkinson, Alzheimer, Hepatites B e C, pacientes renais

cronicos, transplantados, portadores de asma grave e anemia.

Os medicamentos disponibilizados pelo CMDE compéem o Grupo 36 -
Medicamentos, da tabela descritiva do Sistema de Informacfes Ambulatoriais do
Sistema Unico de Saude (SIA/SUS). O financiamento para aquisicdo desses
medicamentos € da responsabilidade do Ministério da Saude (MS) e dos Estados,
conforme pactuacdo na Comissdo Intergestores Tripartite. A prescricdo e
dispensacdo seguem as normas elaboradas nos Protocolos Clinicos e Diretrizes
Terapéuticas (BRASIL, 2002 e 2006c).
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A contribuicdo dos laboratorios oficiais da rede publica no fornecimento de
medicamentos excepcionais as Secretarias de Saude é restrita. Entretanto cabe
ressaltar que o Brasil € um dos poucos paises a possuir um parque publico estatal
de producdo de medicamentos, responsavel por aproximadamente 75% das
unidades dispensadas pelo SUS no Programa de Assisténcia Farmacéutica Basica
(OLIVEIRA et al., 2006).

Atualmente, ndo ha monografias farmacopéicas ou parametros de qualidade,
estabelecidos por érgéo oficial, para MSD matéria-prima e para produtos acabados
de MMF e MSD. Considerando a existéncia de registros de medicamento genérico
para MMF na Anvisa, as peculiaridades que envolvem a classe de
imunossupressores e a dependéncia internacional da producdo da matéria-prima
desses produtos, tornam-se necessarios o estudo e a determinagdo de parametros

de controle de qualidade para os farmacos.

Assim sendo, o resultado deste estudo podera servir como critério para o controle de
qualidade dos derivados do MPA. Além disso, poderé viabilizar agdes de fiscalizacédo
sanitaria e favorecer medidas de implementacdo da produgcdo de comprimidos de
MMF e MSD nos laboratérios oficiais da rede publica, de maneira a criar
independéncia tecnologica e reduzir os gastos das Secretarias de Saude nas

aquisicoes dos medicamentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Terapia de imunossupressao

Os agentes imunossupressores sao utilizados para atenuar a resposta imune dos
pacientes que receberam transplantes de 6rgdos e dos pacientes com doencas

auto-imunes.

Existem duas categorias principais de terapia imunossupressora para o0 antigeno: a
imunossupressdo inespecifica e a especifica. A imunossupressao inespecifica
abranda ou elimina a atividade do sistema imune independentemente do antigeno, o
gue resulta em uma vulnerabilidade muito grande a processos infecciosos. O melhor
tratamento é aquele que elimina apenas os clones de linfécitos especificos para os
antigenos, deixando outros clones intactos, de maneira que o paciente ndo adquira

infeccdes ou apresente outros efeitos colaterais (ROITT et al., 2003).

No transplante, os grupos principais de agentes imunossupressores utilizados sédo os
glicocorticéides, os inibidores da calcineurina, 0s agentes antiproliferativos
(antimetabdlicos) e os biologicos. A maioria dos centros de transplante utiliza alguma
combinacdo de agentes imunossupressores com terapia de inducdo antilinfocitaria
com anticorpos monoclonais ou policlonais. A manutencdo da imunossupressao €
conseguida com um inibidor da calcineurina (ciclosporina ou tacrolimo),
glicocorticéide e um antimetabdlito (azatioprina ou MMF) (GOODMAN et al., 2006). A

atuacédo dos principais agentes imunossupressores esta ilustrada na Figura 1.
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Figura 1 - Atuacdo dos agentes imunossupressores nas etapas do ciclo de agdo imunoldgica em
transplantes (adaptado de ROITT et al., 2003).

2.2 Acido micofendlico e derivados
2.2.1 Farmacodinamica

O MPA foi isolado pela primeira vez em 1898, a partir de cultura de Penicillium
glaucum. O MPA foi estudado inicialmente como antibidtico e antifungico.
Posteriormente, foi empregado com sucesso, para o tratamento de formas graves de
psoriase. No entanto, o uso prolongado da droga foi responsavel por um aumento
das infecgOes virais, confirmando a atividade imunossupressora. Nos anos setenta
demonstrou-se que o composto inibia a resposta dos anticorpos e prolongava a vida
de enxertos cutaneos em ratos (NORONHA et al., 2005; SANCHEZ-FRUCTUOSO,
2005).

O MPA é um inibidor seletivo, ndo-competitivo e reversivel da enzima monofosfato
de inosina desidrogenase (IMPDH). Essa enzima atua na via de novo da biossintese
das purinas (Figura 2), especificamente na sintese de nucleosideos de guanosina
(GTP e dGTP), que sao substratos para a sintese de DNA e RNA. Os linfécitosBe T
sdo extremamente dependentes dessa via para sua proliferacdo celular, enquanto

outros tipos de células podem utilizar vias alternativas. Por esta razdo, o MPA inibe
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seletivamente a proliferacdo e as funcgdes linfocitéarias, inclusive a producdo de
anticorpos, a aderéncia celular e a migracdo (NORONHA et al., 2005; GOODMAN et
al., 2006).

A inibicdo seletiva da enzima IMPDH pelo MPA resulta em menor toxicidade sobre
as células hematologicas e neutréfilos em comparacdo com o0s analogos de
nucleosideos, metotrexato e azatioprina. Outra vantagem € que o grau de inibicao
nao depende da quantidade de substrato, mas sim da quantidade do inibidor
(SANCHEZ-FRUCTUOSO, 2005).

| Ribosa-5-fosfato

A 4
| Inosina mnnnfnsfatu

Adenosina- dﬁamV IMPDH: via de nove

Adenilsuccinato Adenosina -:,.'-- Guanina Mnnm‘usfatu de xantina

| / 5-1;;_: - \ |

. HGPRT: .
Monofosfato de adenosina via de rescate | Monofosfato de guanosina

| @ |

. Difosfato de adenosina Difosfato de guanosina
Trifosfato de adenosina Trifosfato de guanosina
(ATP) GTP
Figura 2 - Inibicdo da proliferacdo linfocitaria induzida pelo &acido micofendlico (SANCHEZ-

FRUCTUOSO, 2005). Legenda: 1) Via de novo: por meio de precursores basicos em um processo
gue depende da IMPDH e da adenosina desaminase; 2) Via de salvamento: reciclado de bases
purinicas generadas previamente; IMPDH = inosina monofosfato desidrogenase; PRPP = fosfo-
ribosil-pirofosfato; HGPRT = hipoxantina-guanina-fosfo-ribosiltransferase.

2.2.2 Farmacocinética

Um namero consideravel de barreiras pode limitar a utilizacdo clinica de farmacos.

hY

Entre as principais estdo as questdes relacionadas a farmacocinética e

farmacodindmica como: absorcdo incompleta através das membranas bioldgicas;
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biodisponibilidade sistémica incompleta devido ao metabolismo pré-sistémico;
absorcdo ou excrecdo muito rapidas quando sdo desejaveis longos periodos de
acao; toxicidade relacionada a irritacdo local ou a distribuicdo em outros tecidos;
falta de solubilidade adequada; falta de estabilidade das formulagbes; e
propriedades organolépticas indesejaveis (CHIN & FERREIRA, 1999).

O estudo do MPA em distintos modelos animais de transplantes impulsionou o
desenvolvimento de novos derivados com o objetivo de melhorar a absorcdo do
farmaco. Lee et al. (1990) estudaram a farmacocinética do MPA e ésteres derivados
em macacos cinomolgos. Eles observaram que a concentracdo maxima de MPA
apos a administracdo oral em dose Unica de 20 mg/kg era (6,9 = 2,5) mg/l em
aproximadamente 13 horas. O composto mais promissor foi o MMF, para o qual
foram obtidos valores de concentracdo maxima na ordem de (34 + 11) mg/l em
1,3 horas.

Apés administracdo oral, 0 MMF é rapidamente absorvido e metabolizado em MPA.
O metabolito ativo alcanca concentracdo plasmatica maxima apés 1 hora. Um pico
secundario é observado entre 6 a 12 horas, o qual é atribuido a circulacéo entero-
hepéatica (KOROLKOVAS & FRANCA, 2004).

A administracdo junto a alimentacdo pode diminuir a velocidade de absor¢cdo, mas
nao altera a extensdo. Entretanto, a administracdo concomitante de antiacidos e
colestiramina reduz a absor¢cdo do farmaco em aproximadamente 20 e 40%,
respectivamente. O tempo de meia-vida do MPA na circulagdo sistémica é de
aproximadamente 17 horas (JEONG & KAPLAN, 2007).

O MPA é metabolizado no figado e possivelmente em outros tecidos, incluindo
intestino e rins, pela reacdo de fase Il de glucuronidagdo mediado por UDP-
glucuronosil-transferase (UGT). O principal metabdlito € o 7-o-glucuronidio (MPAG),
farmacologicamente inativo, produzido pela isoforma UGT1A9, conforme ilustrado na
Figura 3. Outros dois metabdlitos foram isolados em plasmas de pacientes
transplantados renais: MPA-acil-glucuronidio (AcMPAG) e MPA-fenil-glucosidio.

ACMPAG, produzido principalmente pela isoforma UGT2B7, mostrou-se
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farmacologicamente ativo e potencialmente responsavel pela toxicidade de MPA em
estudo in vitro (JEONG & KAPLAN, 2007).

Na circulacédo sistémica, o MPA liga-se as proteinas plasmaticas em 97%. A maior

z

parte da dose administrada é excretada na urina na forma de MPAG
(KOROLKOVAS & FRANGCA, 2004).
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Figura 3 - Transformacdo de micofenolato de mofetila em seu principal metabdlito via catélise
enzimatica (RENNER et al., 2001).

2.2.3 Reag0es adversas

Os efeitos toxicos principais de MMF sdo gastrointestinais e hematolégicos. Isso
inclui leucopenia, diarréia e vomitos. Também ha incidéncia mais alta de algumas
infec¢des principalmente sepse associada ao citomegalovirus (GOODMAN et al.,
2006).

Na tentativa de reduzir os efeitos adversos gastrintestinais, o Laboratorio Novartis

apresentou uma formulacdo de MSD comprimidos com revestimento entérico. O
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objetivo do desenvolvimento dessa formulagéo foi retardar a absor¢cao do MPA, de
maneira que a liberacdo do principio ativo ocorra no intestino e diminua a incidéncia
dos efeitos gastrointestinais. Este argumento é similar ao utilizado com os anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (SADABA et al., 2005).

ApoOs a administracdo oral de MSD, a molécula ativa é absorvida no intestino
delgado. A biodisponibilidade absoluta € maior que 71% e a concentracédo
plasméatica maxima é alcancada entre 1,5 a 2 horas (SANCHEZ-FRUCTUOSO,
2005).

Ensaios clinicos tém mostrado que MMF e MSD sao farmacos equivalentes quanto a
eficAcia e a seguranca (720 mg de Myfortic® e 1000 mg de CellCept® liberam
quantidade equivalente de MPA, em relacdo a biodisponibilidade). Entretanto, n&o
ha um consenso sobre a diminuicdo dos efeitos adversos com a utilizacdo de
Myfortic® (BUDDE et al., 2004; SANCHEZ-FRUCTUOSO, 2005).

Em revisdo sobre o assunto, Arns (2007) identificou possiveis etiologias dos
referidos efeitos adversos: efeito toxico direto do éster mofetil, efeito antiproliferativo
sistémico ou local do MPA, combinacdo toxica com inibidores da calcineurina,
infeccbes oportunistas gastrointestinais, modulacdo da resposta imune local ou
toxicidade local do metabdlito ACMPAG. O autor sugere que estudos adicionais
sejam realizados para testar as hipéteses.

O uso de derivados de MPA durante a gravidez esta associado ao aumento de risco
de aborto e anomalias congénitas. A terapia com MMF e MSD nesse caso, sb é
justificada mediante avaliagdo do beneficio e quando ndo existe alternativa
terapéutica (U.S. FOOD..., 2008a).

2.2.4 Distribuicdo e custo de comprimidos de micofe nolato de mofetila e
micofenolato de sédio

O quantitativo de distribuicdo mensal e os custos por unidade dos comprimidos de
MMF e MSD foram obtidos junto a Geréncia de Medicamentos de Alto Custo da
Superintendéncia de Assisténcia Farmacéutica da Secretaria de Estado de Saude
de Minas Gerais (SES-MG).
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A distribuicdo mensal de comprimidos de MMF 500 mg, MSD 180 mg e MSD 360 mg
pela SES-MG no periodo junho 2005 a dezembro 2008 estd ilustrada na Figura 4 e

os dados apresentados no Apéndice A.

A distribuicdo de MMF 500 mg apresentou elevada variacdo no periodo estudado.
Ao contrério, as distribuicbes de MSD 180 mg e 360 mg apresentaram menor
variacdo e tendéncia crescente desde o inicio da entrada dessas apresentacfes na
lista do CMDE, ap0s a publicacéo da Portaria MS n°® 203 de 2005 (BRASIL, 2005).

Os custos mensais da distribuicdo dos produtos estdo ilustrados na Figura 5 e 0s
dados apresentados no Apéndice A. Os valores do custo mensal da distribuicéo
foram calculados pela multiplicacdo do numero de unidades distribuidas por seus

respectivos custos unitarios.

Observa-se um declinio acentuado do custo mensal de distribuicdo de MMF no
periodo em questdo. Ao contrario, o custo mensal da distribuicio de MSD na dose
de 360 mg revelou uma tendéncia crescente. O custo para MSD na dose de 180 mg
apresentou discreto aumento no inicio do periodo e manteve-se estacionario ao

final, ndo apresentando valores mensais de distribuicdo superiores a R$300.000,00.

A diminuicdo do custo mensal de distribuicio de MMF 500 mg ndo é
proporcionalmente acompanhada pela redugdo da quantidade distribuida, podendo
entdo ser justificada por variagbes no custo do produto. De fato, ao analisar os
precos praticados nos contratos da SES-MG (Figura 6), verifica-se que ocorreu
diminuicdo de 265% no custo unitario de comprimidos de MMF entre maio e junho
2006.
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Figura 4 - Distribuicdo mensal de comprimidos de micofenolato de mofetila 500 mg, micofenolato de sédio 360 mg e micofenolato de sd6dio 180 mg pela SES-MG

durante o periodo junho 2005 a dezembro 2008.
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Figura 5 - Custo da distribuicdo mensal de comprimidos de micofenolato de mofetila 500 mg, micofenolato de sédio 360 mg e micofenolato de sédio 180 mg da SES-
MG durante o periodo junho 2005 a dezembro 2008.
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Figura 6 - Custo unitario de comprimidos de micofenolato de mofetila 500 mg de acordo com os
precos praticados nos contratos da SES-MG durante o periodo junho 2005 a dezembro 2008.

A reducdo do custo unitdrio de comprimidos de MMF pode ser explicada pela
entrada de MSD ao CMDE como uma nova opc¢ao terapéutica (TEIXEIRA, 2007).
Outro fator contribuinte € a concorréncia estabelecida com os medicamentos

genéricos do mercado.

O Programa de Medicamentos de Dispensacdo Excepcional é financiado por
contrapartida federal e co-financiado pelas Secretarias Estaduais de Saude. O
recurso federal é repassado no bloco de financiamento da Assisténcia Farmacéutica
(BRASIL, 2007c).

A quantidade maxima e o valor do procedimento financiado pela Unido no
fornecimento de MMF e MSD no SUS, para cada usuario, estdo representados na
Tabela 1. Os valores correspondem a R$8,40/g MMF e R$16,57/g MSD. Para o
calculo de MSD, considerou-se R$8,45 (soma do valor unitdrio das duas
apresentacoes) por 540 mg do farmaco (360 mg + 180 mg = 540 mg).

Tabela 1 - Quantidade mensal maxima por tratamento individual e valor unitario financiado pela Uniao
no fornecimento de comprimidos de micofenolato de mofetila e micofenolato de sédio.

Quantidade maxima

Medicamento o
(comprimido)

Valor unitario (R$)

MSD 180 mg/comprimido 120 3,49
MSD 360 mg/ comprimido 180 5,46
MMF 500 mg/ comprimido 180 4,20

Fonte: BRASIL, 2006c.
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O tratamento padronizado para MMF € 0,5 a 1,5 g duas vezes ao dia (BRASIL,
2002). Considerando a dose méaxima padronizada (1,5 g de MMF duas vezes ao
dia), o financiamento federal do tratamento é R$756,00/més (3 g x R$8,40/g x
30 dias = R$756,00/més). A terapia equivalente com MSD, em termos de
biodisponibilidade de MPA (relacdo de 720 mg de Myfortic® por 1000 mg de
CellCept®), apresenta um custo de R$1073,74/més (2,16 g x R$16,57 x 30 dias =
R$1073,74) (BRASIL, 2006c).

As variacbes de custo da terapia mensal padronizada em 3,0 g de MMF/dia e o
tratamento equivalente com MSD, de acordo com o0s precos praticados nos

contratos da SES-MG no periodo estudado, estéo ilustradas na Figura 7.

15007 OMMF
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Figura 7 - VariacBes do custo no tratamento individual p6s-transplante com micofenolato de mofetila
e micofenolato de sodio, de acordo com o0s pregos praticados nos contratos da SES-MG durante o
periodo junho 2005 a dezembro 2008.

A introdugcéo de MSD na lista do CMDE representou uma alternativa de tratamento
com custo mensal proximo ao da terapia com MMF (diferenca de R$106,20 em
junho 2005). Porém, com a reducdo do custo unitario de MMF, observada nos
contratos da SES-MG no periodo junho 2006 a dezembro 2008, o tratamento com
MSD tornou-se consideravelmente mais oneroso (diferenca de R$ 822,00 em
dezembro 2008).
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2.2.5 Monitoragao terapéutica

A determinacdo dos niveis plasméaticos de farmacos imunossupressores para
conducdo de ajuste e estabelecimento da dose na terapia inicial e durante o
tratamento tem sido aceita na pratica clinica. As concentragcdes plasmaticas de MPA
em terapia normal (1-3 mg/l) sdo relativamente mais altas em comparagcdo com as

de outros imunossupressores (HOLT et al., 2002).

Dois métodos analiticos sdo comumente utilizados na determinacdo dos niveis
plasmaticos de MPA: a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando
detector ultravioleta e o0 imunoensaio enziméatico baseado em técnica de
multiplicacdo de enzima (Enzyme Multiplied Immunoassay Technique — EMIT). O
método EMIT é menos especifico na determinacdo de MPA do que a técnica por
CLAE. Em EMIT ocorre reacdo cruzada entre MPA e o metabdlito ACMPAG com o
anticorpo utilizado. Em CLAE, ao contrario, é possivel determinar MPA e todos seus
metabdlitos separadamente (JEONG & KAPLAN, 2007).

Outras técnicas de analise em plasma séo descritas na literatura, como métodos por
cromatografia eletrocinética micelar (TRIPODI et al., 2001), CLAE acoplada a
detector de fluorescéncia (RENNER et al., 2001) e CLAE acoplada a espectrometria
de massas (BENECH et al., 2007).

2.2.6 Caracteristicas fisico-quimicas

O farmaco MPA é produzido por Penicillium brevi-compactum, P.stoloniferum e P.
ssp. e conhecido quimicamente como 6-(4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-5-ftalanil)-4-
metil-4-acido hexandico. A formula molecular é C17H2006 € a massa molar equivale a
320,34 g.

A fusdo ocorre em 141 °C e o pKa € 4,5. O coeficiente de particdo (n-octanol/agua) é
de 570 em pH 2,0 e 1,6 em pH 7,4. O MPA é solavel em alcool, quase insoluvel em
agua fria e forma cristais de agulha quando recristalizado em agua quente. A LDsg
em ratos € maior que 1250 mg/kg via oral ou (972,9 + 77) mg/kg intraperitoneal
(O'NEIL, 2006).
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O MMF é o éster 2-morfolinoetil do MPA, cuja formula molecular é C,3H3:NO7 e
massa molar 433,49 g. Apresenta-se na forma de po cristalino branco ou quase
branco com ponto de fusdo entre 93 e 94 °C e pKa 5,6. O coeficiente de particao (n-
octanol/agua) é de 0,0085 em pH 2,0 e 238 em pH 7,4. O MMF é soluvel em
acetona e metanol, ligeiramente soluvel em etanol e pouco soluvel em agua (O'NEIL,
2006).

Lee et al. (1990) avaliaram as solubilidades aquosas do MPA e ésteres derivados
em funcdo do pH a 25 °C. As curvas tedricas de solublidade, reproduzidas na Figura

8, foram determinadas pelas equacoes (1) e (2).

S =Si (1 + Ka/[H"],) para MPA (1)

S=Si(1+[H])/Ka) (2)
para os ésteres MMF, acetil-MMF e acetil-isopropilideno glicerol

em que:
Si = solubilidade intrinseca (39 pg/ml para MMF e 13 pg/ml para MPA).

Legenda:

. MPA

0 MMF

D acetil-MMF

A acetilisopropilideno
glicerol-MMF

SOLUBILITY (mg/m])

Figura 8 - Solubilidades aquosas do acido micofendlico, micofenolato de mofetila, acetil-micofenolato
de mofetila e acetil-isopropilideno glicerol em funcéo do pH a 25 °C (LEE et al., 1990).
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Os autores verificaram que MPA e seus ésteres derivados se comportam como
acidos ou bases fracas, com excessao do acetil-isopropilideno glicerol (composto
ndo ionizavel). O aumento das solubilidades dos ésteres esta associada a reducao
do pH.

O MSD é o sal sédico de MPA. A formula molecular &€ C;7H;9NaOg € @ massa molar
equivale a 342,32 g. Apresenta fusdo entre 189 °C e 191 °C. A LDsp em ratos é
(1176 = 151) mg/kg via oral ou (568 + 53) mg/kg intraperitoneal (O'NEIL, 2006;
WONG, 2008). As estruturas moleculares de MSD, MPA e MMF encontram-se

represetadas na Figura 9.
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Figura 9 - Estruturas moleculares do (l) acido micofendlico, (ll) micofenolato de mofetila e (Ill)
micofenolato de sadio.

2.2.7 Impurezas

Hooijmaaijer et al. (1999) estudaram os produtos de degradacéo térmica e oxidativa
de solucdo aquosa de MMF em meios com diferentes valores de pH. As substancias
relatadas no referido estudo e suas respectivas estruturas estao ilustradas na

Figura 10.

Na Farmacopéia Européia (2007) estdo descritas oito substancias relacionadas a
MMF matéria-prima (Figura 11). As impurezas F, G e H correspondem
respectivamente as substancias I, lll e V apresentadas por Hooijmaaijer et al. (1999).
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2,3,6,8-tetrahidro-1,7-dioxa-as-

indacen-2-il)-acido pentandico.

(o]
o
T
I

(Vi
4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-0x0-1,3, -

(v
4-metoxi-5-metil-2-(2-metil-5-oxo-tetrahidro-furan-2-
i)-3,6-dihidro-2H-1,7-dioxa-as-indacen-8-ona.

dihidro-isobenzofurano-5-carbaldeido.

Figura 10 - Estruturas moleculares dos produtos de degradacao térmica e oxidativa de micofenolato
de mofetila em solu¢do aquosa com diferentes valores de pH (HOOIIMAAIJER et al.,1999).
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Impureza A
2-(morfolin-4-il)etil (4E)-6-(4,6- dihidroxi-7-

metil-3-oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il)-4-

metilhex-4-enoato.

o
o \/\N/ﬁ

(o)
o (o

CH3
O
OCHg4
CHy
Impureza C

2-(morfolin-4-il)etil (42)-6-(4-hidroxi-6-metoxi-
7-metil-3-ox0-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il)-4-

metilhex-4-enoato.

o OH CHy
\ _— OCH,4
(6}
o]
OCH,4
CHj
Impureza E

Metil (4E)-6-(4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-

1,3-dihidroisobenzofuran-5-il)-4-metilhex-4-

enoato.
OH CH
o) 3
\ (9]
= O\/\ll\f
o}
o} o}
OCH,4
CHs
Impureza G

2-(morfolin-4-il)etil (4E)-6-(4-hidroxi-6-metoxi-
7-metil-3-ox0-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il)-4-

metilhex-4-enoato N-6xido.

e enantidmero

Impureza B
2-(morfolin-4-il)etil (4E)-6-[(1RS)-4-hidroxi-6-
metoxi-7-metil-1-[2-(morfolin-4-il)etoxi]3-oxo-

1,3-dihidroisobenzofuran-5-il]-4-metilhex-4-

enoato.

Impureza D
2-(morfolin-4-il)etil (4E)-6-(4,6- dimetoxi-7-

metil-3-oxo-1,3-dihidroisobenzofuran-5-il)-4-

metilhex-4-enoato.

o OH CHs
— OH
o]
o]
OCHj
CHj
Impureza F

(4E)-6-(4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-0x0-1,3-

dihidroisobenzofuran-5-il)-4-metilhex-4-acido

endico.
OH
0
)
: o)
o)
OCHj e enantidbmero
Impureza H

7-7-hidroxi-5-metoxi-4-metil-6-[2-[(2RS)-2-

metil-5-oxotetrahidrofuran-2-il]etil]

isobenzofuran-1-(3H)-ona.

Figura 11 - Estruturas moleculares das substancias relacionadas descritas para micofenolato de

mofetila matéria-prima (THE EUROPEAN..., 2007).
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A identificacdo e o controle de impurezas de farmacos sao importantes para
assegurar a qualidade e seguranca de produtos farmacéuticos. Por isso, € usual
incluir o teste para substancias relacionadas, identificadas ou ndo, nas monografias
farmacopéicas. As substancias relacionadas sdo estruturalmente semelhantes ao
composto principal, sendo oriundas dos processos de sintese, como intermediarios
ou subprodutos, ou de degradacéo (BRITISH..., 2007).

Os niveis de impurezas podem ser determinados pela comparagdo da resposta
obtida com um padréo de referéncia apropriado ou com a resposta de uma solucéo
diluida do proprio farmaco. Nesse Ultimo caso, a concentracao limite deve ser
interpretada em termos de uma porcentagem nominal do farmaco sob analise, ao
invés de uma porcentagem real da impureza (BRITISH..., 2007; INTERNATIONAL...,
2006a).

A utilizacdo do farmaco como padrdo para estimar o nivel de impureza conhecida e
identificada é apropriada quando a resposta entre o farmaco e a impureza possui
diferenca inferior a £ 20%. Caso contrario, recomenda-se utilizar um fator de

correcdo para que a impureza nao seja sobre ou subestimada (BRITISH..., 2007).

A definicdo dos limites deve considerar diversos fatores como o tipo, a farmacologia
e a toxicologia da impureza, a via de administracdo, a dose diaria, a duracédo do
tratamento, as caracteristicas da populacéo alvo e as limitacdes de producao (THE
UNITED STATES..., 2009).

Os guias ICH Q3A(R), Q3B(R) e Q3C(R) representam um consenso das impurezas
gue devem ser controladas bem como recomendacbes para pesquisa, relato,
identificacdo e qualificagdo de impurezas individuais em farmacos e produtos de
degradacdao em medicamentos. Geralmente, o teste de impureza realizado em uma
matéria-prima nédo é repetido nas preparacdes farmacéuticas a0 menos que as
impurezas sejam também produtos de degradacdo (INTERNATIONAL..., 2006a,
2006b, 2009; JACOBSON-KRAM & MCGOVERN, 2006).
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O registro de um novo medicamento deve incluir uma lista de produtos de
degradacéo potenciais de ocorréncia durante o processo produtivo e nas condi¢cdes
de armazenagem do produto. Estudos de estabilidade, conhecimentos dos
mecanismos de degradacdo e estudos laboratoriais devem ser usados para
caracterizar o perfil de degradacéo do farmaco (INTERNATIONAL..., 2006b).

Os niveis para relato, identificacdo e qualificacdo dos produtos de degradacédo de
um novo medicamento estdo representados na Tabela 2. Nota-se que 0s niveis sao

estratificados em funcdo da dose maxima diaria.

Tabela 2 - Limiar para produtos de degradacao em novos medicamentos.

Caracterizagéo Dose méaxima diaria Limiar
<lg 0,1%
Relato
>1g 0,05%
<1mg 1,0% ou 5 ug/dia, o que for menor.
N 1 mg-10mg 0,5% ou 20 ug/dia, o que for menor.
Identificacéo .
>10mg-2g 0,2% ou 2 mg/dia, o que for menor.
>2g 0,10%
<10 mg 1,0% ou 50 ug/dia, o que for menor.
B 10 mg — 100 mg 0,5% ou 200 pg/dia, o que for menor.
Qualificacéo .
>100mg-2g 0,2% ou 3 mg/dia, o que for menor.
>2g 0,15%

Fonte: INTERNATIONAL..., 2006b.

Entende-se por limiar de relato o limite de concentragdo acima do qual a presenca
de uma impureza deve ser relatada. As impurezas presentes acima do limiar de
identificacdo devem ser caracterizadas estruturalmente. Quando encontradas em
nivel superior ao estabelecido na qualificacdo, devem ser estudadas quanto a
seguranca bioldgica nas quantidades tipicas ou reduzidas a um nivel inferior ao
limiar de qualificacdo (INTERNATIONAL..., 2006b).

2.2.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A CLAE é a técnica analitica mais utilizada para analises de medicamentos e
impurezas. Além da capacidade de separagdo de multiplos compostos, os métodos
por CLAE sao vantajosos pois apresentam exatidao e sensibilidade para pequenas
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guantidades de impurezas. Todavia, quando a impureza ndo € conhecida, a
identificacdo € facilitada por técnicas complementares como a espectrometria de
massas e a ressonancia nuclear magnética (RMN) (BAKSHI & SINGH, 2002; LEE
et al., 2008).

Os principais trabalhos descritos para a determinacdo de MMF, MPA, impurezas e

metabdlitos pelo método de CLAE encontram-se resumidamente na Tabela 3.

Os principais métodos para quantificacdo de MPA e MMF utilizam colunas
cromatograficas empacotadas com silica quimicamente ligada a grupo octilsilano
(Cs) ou octadecilsilano (C,g) como fase estacionaria. Para a maioria deles, utiliza-se

acetonitrila (ACN) como solvente organico e valores reduzidos de pH na fase movel.

A estrutura de MMF apresenta grupo funcional amino, responsavel pela maior
basicidade em comparacdo ao MPA. Digno de nota que os métodos por CLAE para
quantificacdo de MMF utilizam mecanismos de pareamento de ions (LEE et al.,
1990; TSINA et al., 1996; HOOIIMAAIJER et al., 1999) ou eluicdo em fase reversa
com adicao de trietilamina (TEA) (THE EUROPEAN..., 2007).

Na cromatografia em fase reversa, a ionizacdo da amostra e o tempo de retencéo
variam em funcdo do pH da fase moével. Os acidos na forma nado dissociada e as
bases nédo ionizadas demonstram maior carater hidrofébico e, por isso, sao retidos
mais facilmente na fase estacionaria. Ao contrario, quando apresentam-se,
respectivamente, na forma dissociada e ionizada, diminuem a hidrofobicidade e,

consequentemente, sdo menos retidos na fase estacionaria.

As mudancas no tempo de retencdo para a maioria dos compostos ocorrem em
variacfes de pH em £ 1,5 unidades do valor de pKa. A supressao da ionizagédo ou a
ionizacdo completa, obtida em valores de pH fora da referida faixa, é recomendada
guando se deseja minimizar o efeito do pH sobre o tempo de retencédo e melhorar a
robustez do método (SNYDER et al., 1997).



Tabela 3 - Condi¢des cromatograficas para determinacao de micofenolato de mofetila, acido micofendlico, impurezas e metabdlitos.

Descri¢ao LEE et al., 1990 HO(SI;IM%SQER WIWA;TQNAZVX&ITIGSA BARZOKI et al., 2005 TSINA et al., 1996 THE EUZ%gEEAN""
Analito MPA e esteres MMF e pr0d~utos MPA e metabélitos MPA MME MMF e s_ubstanmas
derivados degradacéo relacionadas
Matriz Solucéo aquosa Solucéo aquosa Plasma e urina Plasma Plasma Matéria-prima
Coluna Cg 250 x 4,6 mm; Ce 250 x 9,4 mm Ci5 150 x 4,6 mm; C15 250 x 4,6 mm; Cis 150 x 4,6 mm; Cg 250 x 4,6 mm;
5um 5pum 10 pm 5pum 5pum
MeOH, THF, fosfato ~
de amdnio ACN, fosfato de AER, UL
monobasico 10 potassio festaie- el 50 ACN
, ACN, TFA 0,1% MeOH, TFA 0,1% . mM com &cido L
Fase movel mmol/l com . . monobasico 20 PO Trietilamina 0,3%
(35:65) (48:52) heptanosulfénico 20 )
butanosulfonato mmol/| mmol/l (35:65)
sédio 10 mmol/l (51:49) (41:50)
(25:15:60) ’
pH 3,0 - - 3,0 3,6 53
Fluxo (ml/min) 1,0 2,5 1,5 1,0 0,4 1,5
Volume de
Injecdo (ul) 50 - 25 50 20 10
Temperatura do
forno (°C) ) 45 ) ) . 45
Detector UV (nm) 248 250 250 215 254 250

ACN: acetonitrila; MeOH: metanol; TFA: acido trifluoroacético; THF: tetraidrofurano;
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A interacdo do analito com os grupos silandis da fase estacionaria constitui outro
aspecto importante na cromatografia em fase reversa de compostos ionizaveis. O
efeito silanol, observado principalmente na analise de compostos basicos, pode
aumentar a retencéo, resultar em picos com cauda e tornar o método irreprodutivel
na mudanca de coluna (SNYDER et al., 1997).

As interacOes silandis podem ser reduzidas utilizando colunas proprias para analise
de compostos basicos e fase mével com pH reduzido (2,0 < pH < 3,5) de maneira a
minimizar a concentragdo de silandis na forma ionizada. Outras alternativas séo: o
uso de solugbes tampado em alta concentragdo (maior que 10 mmol/l) com cations
capazes de interagir fortemente com os silandis ionizados ou a adicdo de TEA, ou
analogos, quando observada cauda persistente (SNYDER et al., 1997).

A adicdo de um agente par-ibnico na fase movel deve ser considerada quando a
separacao por fase reversa é inadequada. O pareamento idnico € estabelecido entre
a interacdo dinamica do analito com o contra-ion adsorvido na fase estacionaria.
Neste caso, a retengdo é dependente da concentragéo e hidrofobicidade do contra-
ion (SNYDER et al., 1997).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinar parametros de qualidade para MMF e MSD matéria-prima e

comprimidos.

3.2 Objetivos especificos

» Desenvolver e validar métodos para o controle de qualidade de MMF e MSD em
matéria-prima e comprimidos;

* realizar andlise comparativa de métodos para doseamento;

» avaliar perfil de dissolu¢ao para comprimidos de MMF e MSD;

» comparar perfil de dissolucdo de medicamento genérico e referéncia de MMF;

» elaborar propostas de monografias farmacopéicas para o controle de qualidade
de MMF e MSD matéria-prima e comprimidos.
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4 MATERIAL
4.1 Padrbes

» Biftalato de potassio Aldrich;

« MMF SQR, Farmacopéia Européia, lote 2.0;

* MMF para identificagcdo dos picos SQR (micofenolato de mofetila contendo as
impurezas A, B, D, E ,F, G e H), Farmacopéia Européia, lote 3.0;

« MPA padrao, Sigma®, lote 097K4005, teor 99,5%.

4.2 Amostras

*  MMF matéria-prima, cedida pelo Laboratério Sanval;

« MMF 500 mg comprimidos, CellCept® (medicamento referéncia), fabricado por
Roche, lote M1712, fabricagéo 01/2007 e validade 01/2010;

« MMF 500 mg comprimidos, Laboratério Cellofarm (medicamento genérico), lote
7200688, fabricacao 05/2005 e validade 06/2008;

* MSD matéria-prima, cedida pelo Laboratério Sanval;

« MSD 360 mg comprimidos gastrorresistentes, Myfortic® (medicamento
referéncia), fabricado pelo Laboratério Novatrtis, lote S0136, fabricacdo 11/2006 e
validade 11/2009.

4.3 Reagentes e vidrarias

« Agua destilada e agua ultra-pura;

» coluna cromatografica de fase reversa Merck LiChrosper 100, Cg 250 x 4,0 mm
(5 um) em LiChroCart 125-4;

» coluna cromatografica de fase-reversa Ace Cg 250 x 4,6 mm (5 um);

» coluna cromatografica de fase-reversa Ace Cg 150 x 4,6 mm (5 um);

» coluna cromatografica de fase-reversa Ace C;5 150 x 4,6 mm (5 pm);

» excipientes: amido de milho Cargill Agricola, celulose microcristalina Blanver
Farmoquimica, croscarmelose sddica Blanver Farmoquimica, crospovidona ISP
Technologies, diéxido de silicio coloidal Cabot, estearato de magnésio Faci,

indigotina Sensient, povidona K-90 Biesterfeld, hidroxipropilmetilcelulose
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Colorcon, dioxido de titanio Kemira, laca de indigo carmim Sensient, lactose
DMV-Fonterra Excipients, 6xido de ferro amarelo Makeni e oOxido de ferro
vermelho Basf;

membrana de celulose regenerada Sartorius com porosidade de 0,45 um;
reagentes de grau analitico: acetato de sédio Synth, acido acético Isofar, acido
cloridrico Isofar, acido nitrico Tedia, acido perclérico Quimibras, acido sulfarico
F. Maia, anidrido acético F. Maia, cloroférmio J.T. Baker, etanol Synth, éter de
petréleo Isofar, fosfato de aménio monobasico Vetec, fosfato de soédio
monobasico F. Maia, fosfato de soédio tribasico Synth, glicerina Quimibras,
hidréxido de sédio Synth, nitrato de chumbo J.T. Baker e tiocetamida Vetec;
reagentes de grau cromatografico: acetonitrila J.T. Baker, acido trifluoroacético
Tedia, metanol J.T. Baker e trietilamina Merck;

vidraria de laboratorio classe A.

4.4 Equipamentos

Aparelho de ponto de fusdo Microquimica MQAPF-301;

aparelho de ultrasom Unique 1400;

balanca analitica Sartorius, com precisdo de 0,01 mg, BP210D;

calorimetro DSC Shimadzu DTG6O;

cromatografo a liquido de alta eficiéncia HP 1100, com bomba quaternaria,
desgaseificador, forno, injecdo automatica e detector UV/DAD;

desintegrador Erweka ZT3;

dissolutor Erweka DT80;

durémetro Erweka TBH 30 MD;

espectrofotometro infravermelho Perkin Elmer Spectrum One B;
espectrofotdbmetro de absorgéo no ultravioleta-visivel marca Shimadzu UV-160A;
espectrofotometro de absorcao no ultravioleta-visivel marca HP 8453;
espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear Bruker Advance DPX 200;
estufa de secagem Fanem 306/1;

estufa a vacuo Fanem retilinea;

forno mufla Lavoisier Engro 400;

friabildometro Erweka TAR3R,;
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pipeta automatica calibrada Brand Transferpette;
potenciometro Metrohm 827 pH Lab.;
sistema de purificacdo de dgua Milipore Milli-Q-Plus;

titulador automéatico Mettler Toledo DL53.
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5 METODOS

5.1 Controle de qualidade de micofenolato de mofeti la e micofenolato de
soédio matéria-prima

5.1.1 Descricao
5.1.1.1 Caracteristicas fisicas

As matérias-primas MMF e MSD foram avaliadas quanto ao aspecto, cor e odor. Os
farmacos sdo designados como po cristalino branco a quase branco (THE
EUROPEAN..., 2007; U.S. FOOD..., 2008b).

5.1.1.2 Solubilidade

Avaliaram-se as solubilidades de MMF e MSD em &gua, acido cloridrico 0,1 mol/l,
hidroxido de sodio 0,1 mol/l, metanol, acetonitrila e etanol. Cerca de 10 mg da
matéria-prima foram transferidas para tubos de ensaios e acrescentaram-se
aliguotas do solvente até a solubilizacdo. Deixou-se em ultrassom durante 1 minuto
a cada aliquota adicionada. O procedimento foi realizado em temperatura de
aproximadamente 25 °C. Os termos descritivos da Farmacopéia Brasileira (Tabela 4)
foram utilizados para expressar a solubilidade dos farmacos. O termo parte refere-se

ao numero de mililitros de solvente necessario para solubilizar 1 g da substancia.

Tabela 4 - Termos descritivos de solubilidade de acordo com a Farmacopéia Brasileira.

Termo descritivo Solvente
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soltvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente solavel De 30 a 100 partes
Pouco solavel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoltvel ou insoluvel Mais de 10000 partes

Fonte: FARMACOPEIA..., 1988.
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5.1.2 Identificacao
5.1.2.1 Espectrofotometria no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos por reflectéancia atenuada na faixa 4000
a 650 cm™ para MMF e MSD matérias-primas dessecadas, MPA padrdo e MMF
SQR. Identificaram-se as principais bandas observadas.

5.1.2.2 Espectrofotometria no ultravioleta

Os espectros no ultravioleta foram obtidos na faixa A 200 a 400 nm para MMF, MSD
e MPA. Determinaram-se 0s comprimentos de onda em que ocorrem oS maximos de

absorcao. As solucgdes foram preparadas como descrito a seguir.

Solucdo de MMF: transferiram-se, exatamente, cerca de 12,5 mg de MMF matéria-
prima para baldo volumétrico de 50 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com
HCI 0,1 mol/l. Transferiram-se 5,0 ml para baldo volumétrico de 50 ml e completou-

se 0 volume com 0 mesmo solvente.

Solugdo de MSD: transferiram-se, exatamente, cerca de 11,25 mg de MSD matéria-
prima para baldo volumétrico de 50 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com
tampéao fosfato 0,05 mol/l pH 6,8. Transferiram-se 2,0 ml para baldo volumétrico de

25 ml e completou-se o volume com 0 mesmo solvente.

Solugcéo de MPA: transferiram-se, exatamente, cerca de 11,25 mg do padrdo de
MPA para baldo volumétrico de 50 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com
metanol. Transferiram-se 2,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o

volume com tampéo fosfato 0,05 mol/l pH 6,8.

5.1.2.3 lon sédio

Prepararam-se solucdes a 1% p/V de MMF em HCI 0,1 mol/l e MSD em &gua. As
solugdes foram colocadas na zona redutora da chama. A presenca de ion sodio
deve ser evidenciada por coloracéo amarela intensa (FARMACOPEIA..., 1988).
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5.1.3 Ensaios de pureza
5.1.3.1 Temperatura de fusdo

As faixas de fusdo de MMF e MSD foram determinadas em medidor de ponto de
fusdo visual, registrando-se o inicio e o término da fusdo. O procedimento foi

realizado em triplicata.

5.1.3.2 Analise térmica

As curvas de analise térmica diferencial derivada (DTA), termogravimetria (TG) e
termogravimetria derivada (DTG) para MMF, MSD e MPA foram obtidas pela técnica
TG/DTG-DTA simultaneas. Utilizaram-se cerca de 5,0 mg de cada amostra em

cadinho de alumina, fluxo de nitrogénio 50 ml/min e raz&o de aquecimento 10 °C/min.

5.1.3.3 Substancias relacionadas de micofenolato de mofetila matéria-prima

A analise de substancias relacionadas para MMF matéria-prima foi realizada por
CLAE, com detector ultravioleta em A 250 nm e coluna Ace Cg 250 x 4,6 mm 5 pum.
Utilizou-se como fase movel a mistura de 350 ml de acetonitrila com 650 ml de agua
acrescida de 2,0 ml de trietilamina e previamente ajustada para pH 5,3 com acido
fosforico diluido. A temperatura do forno foi mantida a 45 °C e o fluxo 1,5 ml/min.
Injetaram-se 10 pl de cada solucdo imediatamente apds o preparo. O procedimento
foi realizado em triplicata (THE EUROPEAN..., 2007).

Solucéo teste: dissolveram-se 20 mg de MMF matéria-prima em acetonitrila e diluiu-

se para 10 ml com o mesmo solvente (2,0 mg/ml).

Solucéo (a): diluiu-se 1 ml da solucéo teste para 100 ml de acetonitrila. Em seguida,

diluiu-se 1 ml para 10 ml de acetonitrila (2,0 pg/ml).

Solugéo (b): dissolveram-se 5 mg de MMF para identificacdo dos picos SQR
(micofenolato de mofetila contendo as impurezas A, B, D, E, F, G e H) em 2,5 ml de

acetonitrila.
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Como parametro de adequacéo do sistema, utilizou-se o critério de, no minimo, 2,0
para resolugéo entre os picos das impurezas A e H obtidos no cromatograma da

solucgéao (b).

A quantidade de impurezas foi calculada comparando-se as areas dos picos das
impurezas obtidas na solucdo teste com a area do pico principal obtido na

solucgéao (a).

A area da impureza F ndo devera ser maior que cinco vezes a area do principal pico

obtido no cromatograma da solucéo (a).

A area da impureza B ndo devera ser maior que duas vezes a area do principal pico
obtido no cromatograma da solucéo (a). Para o calculo da impureza B utilizar o fator

de correcdo multiplicando a area da impureza por 2,1.

As areas individuais das impurezas A, D, E, G e H ndo deverdo ser superiores a

area do principal pico obtido no cromatograma da solucéo (a).

Para outras impurezas, as areas encontradas ndo deverdo ser superiores a area do

principal pico obtido no cromatograma da solucéo (a).

A quantidade total de impurezas (area total) ndo devera ser maior que sete vezes a
area do principal pico obtido no cromatograma da solucdo (a). Nao seréo
considerados os picos de area 0,5 vezes a area do principal pico obtido no

cromatograma da solucao (a).

Os tempos de retencao relativos para as impurezas e seus respectivos limites

maximos permitidos estédo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Tempos de retencdo relativos e limites para impurezas em micofenolato de mofetila
matéria-prima.

Impureza A B D E F G H Outras | Total
Trr 0,4 0,8 1,2 1,6 0,3 0,6 0,5 - -
Limite 0.1 0,2 0.1 0.1 0.5 0.1 0.1 0.1 0.7
(%)

Fonte: THE EUROPEAN..., 2007.



67

5.1.3.4 Perda por dessecacéo

Transferiu-se, exatamente, cerca de 1,0 g de cada matéria-prima, em triplicata, para
pesa-filtro previamente dessecado. Procedeu-se a dessecacdo durante 5 horas e
calcularam-se as porcentagens de perda por dessecacdo a cada hora. O ensaio
para MMF foi realizado sob vacuo a temperatura de 60 °C. As determinacfes para
MSD foram realizadas a 105 °C.

Paralelamente ao ensaio, verificou-se a estabilidade de MMF no processo de
dessecacdo. Determinou-se a quantidade de substancias relacionadas na amostra
guando submetida aos crescentes tempos de dessecacdo. Aplicou-se o método de

determinacao de substancias relacionadas descrito na secéo 5.1.3.3.

5.1.3.5 Cinzas sulfatadas

Cerca de 1,0 g de MMF matéria-prima foi transferida para cadinho de porcelana
previamente calcinado. Adicionaram-se 2,0 ml de acido sulfurico e aqueceu-se sob
chama até carbonizacdo. Em seguida, a amostra foi incinerada a (800 + 50) °C
durante 1 hora e resfriada a temperatura ambiente em dessecador. Adicionou-se
1,0 ml de acido sulfarico ao residuo, aqueceu-se sob chama e incinerou-se
novamente durante 1 hora. Determinou-se a porcentagem de cinzas sulfatadas em
relacdo & massa inicial da amostra (FARMACOPEIA..., 1988).

5.1.3.6 Ensaio-limite para metais pesados

O ensaio-limite para metais pesados foi realizado de acordo com o Método Il
descrito no Método Geral <231> da Farmacopéia Americana (2009). O Método Il

apresenta digestao prévia da amostra e reagdo com tiocetamida.

Utilizou-se cerca 1,0 g de MMF e MSD matérias-primas para a realizacado do ensaio.
As coloracOes das preparacdes amostra foram comparadas com as coloracdes de
preparacdes padréo a 10, 20 e 30 ppm de chumbo.
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5.1.4 Determinacdo do teor de micofenolato de mofet ila por volumetria de
neutralizagcdo em meio ndo aquoso (THE EUROPEAN..., 2007)

Dissolveram-se, exatamente, cerca de 220,0 mg de MMF em 50 ml de acido acético
glacial. Realizou-se a titulacdo com solucdo de acido perclérico 0,1 mol/l SV com
determinacao potenciométrica do ponto final. Cada ml de acido perclérico 0,1 mol/l
corresponde a 43,35 mg de MMF. A equacdo da reacao entre MMF e o titulante esta
representada na Figura 12.

o OH CHy

\ o \ ¥
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Figura 12 - Equacéo da reacdo entre MMF e o titulante acido perclérico 0,1 mol/l SV em meio nédo
aquoso.

A verificacdo da concentracdo do titulante foi realizada com padrdo primario de
biftalato de potassio previamente dessecado a 120 °C durante 3 horas. Cerca de 150
mg de biftalato de potassio foram dissolvidos em 50 ml de &cido acético glacial.
Titulou-se com a solucdo de acido perclorico preparada e determinou-se o ponto

final potenciometricamente. O procedimento foi realizado em triplicata.

5.1.4.1 Precisao

Realizaram-se seis determinacdes em trés dias de analises com analistas diferentes
(n = 18). A repetitividade (n = 6) foi avaliada pelo desvio padréo relativo (DPR) em
cada dia de analise. A precisdo intermediéria foi avaliada pela comparacdo dos
resultados entre os trés dias de analises por Anova (a = 0,05) (INTERNATIONAL...,
2005; PETERS et al., 2007; RIBANI et al., 2004).

Valores de DPR inferiores a 2,0% sao recomendados para consideracdo da precisao
de meétodos analiticos quando o analito € o componente principal da amostra
(RIBANI et al., 2004; SNYDER et al., 1997).
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5.1.5 Determinacdo do teor de micofenolato de saodio por cromatografia
liguida de alta eficiéncia

As condi¢cbes cromatograficas estabelecidas para a determinacdo do teor de MSD

em matéria-prima estao relacionadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Condi¢cBes cromatograficas estabelecidas para a determinagéo do teor de micofenolato de
sédio matéria-prima.

Parametro Especificacédo
Coluna Cg 150 x 4,6 mm; 5 ym
Fase movel metanol: acido fosférico 0,05% (55:45)
Fluxo 1,5 mi/min
Temperatura do forno 30°C
Deteccéo UV 250 nm
Volume de injecao 25 pl
Concentracéao de trabalho 36 pg/ml MSD

5.1.5.1 Determinagéo das condi¢Bes cromatograficas

A selecdo das condi¢des cromatogréficas para o doseamento de MSD matéria-prima
foi realizada por adaptacao e ajuste das condi¢cbes descritas por Wiwattanawongsa
(2001). Injetaram-se 25 ul de uma solugcéo de MSD 36 pg/ml em mistura de metanol
e TFA 0,05% (55:45) nas condicbes cromatograficas descritas na Tabela 7 e

avaliaram-se os parametros de conformidade do sistema expressos na Tabela 8.

Tabela 7 - Condi¢des cromatograficas testadas para determinacao do teor de micofenolato de sddio
matéria-prima por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Condicao A B C

Ace Ace Ace

Coluna Ci5 150 x 4,6 mm; Ci5 150 x 4,6 mm; Cg 150 x 4,6 mm;
5um 5pum 5pum
Fase movel MeOH, TFA 0,05% | MeOH, TFA 0,05% | MeOH, TFA 0,05%
(55:45) (60:40) (60:40)

Fluxo (ml/min) 15 15 15
Volume de injeg&o (ul) 25 25 25
Temperatura do forno (° C) 30 30 30
Deteccéo (nm) 250 250 250

MeOH: metanol; TFA: acido trifluoroacético;
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Tabela 8 - Parametros e especificacées de conformidade do sistema para métodos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (BRUCE et al., 1998; SNYDER et al., 1997).

Parémetro Célculo Especificacéo
Fator de capacidade (k) I-t_TtQ k=2
Resolcto () e
Fator de cauda (T) Wzgfﬁé 08<T<12
Ndmero de pratos (N) 5,54(t, W, 5)° N = 2000

t, = tempo de retencdo do pico de interesse, em minutos

t, = tempo morto (estimado a partir do primeiro distirbio significativo da linha de base), em minutos.

t; e t, = tempos de retencdo do primeiro e segundo picos adjacentes

Wo,05 = largura do pico medida a 5% da altura

W, s = largura do pico & meia altura

Wy05€ Wy 5= largura & meia altura do primeiro e segundo picos adjacentes

f = medida entre a linha perpendicular que une o méaximo do pico com a linha de base e o extremo anterior do pico a 5% da
altura.

Em seguida, modificou-se o componente aquoso da fase movel para acido fosférico
0,05% e avaliou-se a estabilidade do farmaco na fase movel e no diluente metanol e
agua (55:45), em periodo de 24 horas. Paralelamente a definicdo das condi¢cdes
cromatograficas, determinou-se a seletividade em relagdo aos produtos de

degradacéo forcada.

5.1.5.2 Seletividade

A seletividade foi demonstrada frente aos produtos de degradacédo de MSD obtidos
pela hidrélise em meio acido, neutro e alcalino e pela exposicdo da matéria-prima a
luz e umidade do ambiente durante um periodo de 120 dias. Verificou-se a
capacidade do método em separar o farmaco dos produtos de degradacao.
Determinou-se a pureza cromatografica do pico de MSD com o auxilio do detector

ultravioleta com de arranjo de diodos (UV/DAD).

Preparou-se uma solugdo estoque a 1 mg/ml de MSD matéria-prima em agua. Em
seguida, diluiu-se a solucdo estoque em cada um dos seguintes solventes: HCI
0,1 mol/l, agua e NaOH 0,1 mol/l, de maneira a obter solucbes de concentracdo a
0,1 mg/ml. As solugBes foram submetidas a hidrdlise sob refluxo durante um periodo
de 60 minutos. Posteriormente, diluiu-se cada solucdo 10 vezes na fase movel antes

de serem injetadas no cromatografo.
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Deixou-se o farmaco exposto a temperatura, luz e umidade do laboratério. Apos 120
dias, avaliou-se 0 aspecto e preparou-se uma solu¢do a 360 pg/ml na fase movel

para realizacdo da analise cromatografica.

5.1.5.3 Linearidade

Preparou-se uma solucédo estoque a 360 pg/ml de MSD matéria-prima no diluente.
Transferiram-se aliquotas adequadas da solugcdo estoque para baldes volumétricos
de 10 ml de modo a obter concentracbes de 40% a 160% da concentracdo de
trabalho (36 pg/ml), conforme apresentado na Tabela 9. O procedimento foi

realizado em triplicata para cada nivel de concentracéo.

Tabela 9 - Preparo das solu¢cdes de micofenolato de sédio matéria-prima para avaliagdo da
linearidade do método de doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Nivel (%) Vollér;[?)(;jl?e ?r%lll;(;éo Diluente g.s.p. (ml) Con(c“egr/lrt;ela)gﬁo
40 0,4 10 14,4
60 0,6 10 21,6
80 0,8 10 28,8
100 1,0 10 36,0
120 1,2 10 43,2
140 1,4 10 50,4
160 1,6 10 57,6

Utilizou-se o meétodo dos minimos quadrados ordindrios para verificagdo da
linearidade. Avaliaram-se o0s parametros de normalidade, independéncia e
homoscedasticidade dos residuos, o coeficiente de correlacao, o intercepto da curva
e 0 ajuste dos dados ao modelo de regressao linear com o auxilio dos softwares
Minitab 12® e Microsoft Excel 2003®. Valores de coeficiente de correlacdo superiores
a 0,999 sao recomendados para meétodos de doseamento de componentes
principais da amostra (GREEN, 1996; SNYDER et al., 1997; SOUZA & JUNQUEIRA,
2005).

5.1.5.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por adicdo de padrdo a matéria-prima em um dia

de andlise e determinada em triplicata em trés niveis de concentracéo
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(INTERNATIONAL..., 2005; ASOCIACION..., 2001). Quantidades conhecidas de
padrdo foram incorporadas a matéria-prima de modo a obter solucbes com
concentracfes equivalentes a 70%, 100% e 130% da concentracdo de trabalho

(36 pg/ml). As solucdes utilizadas foram preparadas como descrito a seguir.

Solucdo amostra estoque: transferiram-se 11,25 mg de MSD matéria-prima para
baldo volumétrico de 25 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com o diluente,

obtendo solucdo de MSD 450 pg/ml.

Solucéo padrao estoque: transferiram-se 10,53 mg de MPA padrédo (equivalente a
11,25 mg MSD) para baldo volumétrico de 25 ml. Dissolveu-se e completou-se o

volume com metanol, obtendo solucao equivalente a 450 pg/ml de MSD.

Solucdo amostra: transferiram-se 2,0 ml da solucdo amostra estoque para balédo
volumétrico de 25 ml. Completou-se o volume com o diluente, obtendo uma solucéo
de MSD 36 pg/ml.

Solucédo padrao: transferiram-se 2,0 ml da solucdo padrédo estoque para balédo
volumétrico de 25 ml. Completou-se o volume com o diluente, obtendo uma solugéo

equivalente a 36 pg/ml de MSD.

As solucdes fortificadas foram preparadas pela transferéncia de volumes adequados
das solucdes estoques para baldo volumétrico de 25 ml (Tabela 10) e completando o

volume com o diluente.

Tabela 10 - Preparo das solucdes fortificadas para avaliacdo da exatiddo do método de doseamento
de micofenolato de s6dio em matéria-prima por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

. Solugcédo amostra estoque Solucéo padréo estoque .
Solucgéo Conc. final %
fortificada Volume Conc. Volume Conc. (ng/ml) 0
(ml) (1g/ml) (ml) (Hg/ml)
1 1,0 18,0 0,4 7,2 25,2 70
2 1,0 18,0 1,0 18,0 36,0 100
3 1,0 18,0 1,6 28,8 46,8 130

A porcentagem de recuperacao foi determinada de acordo com a equagao (3).
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Ctotal - Camostra
% Recuperago = x 100 (3)
Cpadréo tedrica

em que:
Ciotal = CcONcentracdo determinada na Solucéo fortificada;
Camostra = CONcentracao determinada na Solugcdo amostra;

Cpadrao tedrica = CONcentracéo tedrica do padréo adicionado a Solucéo fortificada.

Aplicou-se a estatistica t (o = 0,05) com o0 objetivo de verificar a existéncia de
diferenca significativa entre a recuperacdo média e o valor tedrico de 100%
(ASOCIACION..., 2001). O valor de t experimental foi calculado de acordo com a
equacao (4).

1200 - r/ n
DPR

Texperimenta=

(4)

em que:
r = recuperacdo meédia (%);
n = numero de determinacdes;

DPR = desvio padréo relativo (%).

5.1.5.5 Precisao

Realizaram-se seis determinacfes a 100% da concentracdo de trabalho (36 pg/ml)
em trés dias de andlises com analistas diferentes (n = 18). A repetitividade e a
precisao intermediaria foram avaliadas conforme 5.1.4.1. O preparo das solucdes

amostra e padréo estdo descritos a seguir.

Solucdo amostra: transferiram-se, exatamente, cerca de 22,5 mg da matéria-prima
para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml do diluente. Deixou-se em
ultrassom durante 10 minutos e completou-se o volume com o mesmo solvente.
Transferiram-se 2,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume

com o diluente.
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Solucéo padrao: dissolveram-se, exatamente, cerca de 10,53 mg do padrao de MPA
(equivalente a 11,25 mg de MSD) em 25 ml de metanol. Transferiram-se 2,0 ml para

baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com o diluente.

A solucao padrao foi injetada cinco vezes para verificar a adequagdo do sistema.
Recomenda-se que o desvio padrao relativo entre as cinco inje¢cdes néo seja
superior a 1,0% (U.S. FOOD..., 1994).

5.1.5.6 Robustez

A robustez foi verificada mediante as variacbes dos seguintes parametros:
temperatura do forno, fluxo da fase mével e proporcdo de metanol na fase movel.
Realizaram-se seis determinacées a 100% da concentracdo de trabalho em cada
condicdo apresentada na Tabela 11. As solugcbes amostra e padrdo foram
preparadas conforme descrito em 5.1.5.5. Os resultados foram comparados por
Anova (a = 0,05).

Tabela 11 - CondigGes cromatograficas utilizadas para verificagdo da robustez do método de
doseamento de micofenolato de s6dio em matéria-prima por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Parametros Nominal 1 2 3 4 5 6
Temperatura (°C) 30 25 35 30 30 30 30
Fluxo (ml/min) 15 1,5 1,5 1,7 1,3 1,5 1,5
Metanol (%) 55 55 55 55 55 57 53

5.1.5.7 Limites de deteccédo e quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e quantificagcdo (LQ) foram estimados baseados na
inclinacdo e no desvio padrao do intercepto obtido na curva analitica, de acordo com
as equacdes (5) e (6), respectivamente. Em seguida, realizaram-se diluicbes
sucessivas a partir dos valores estimados até a obtencdo de uma relagéo entre sinal
e ruido proxima de 3 para o limite de deteccdo e proxima de 10 para o limite de
quantificacdo (INTERNATIONAL..., 2005; SNYDER et al., 1997).

LD=3,3S (5)
a
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LQ=10S (6)
a
em que:

S = desvio padrao do intercepto;

a = inclinacao da curva analitica.

5.2 Obtencgao, identificagdo e caracterizagdo de mic  ofenolato de mofetila a
partir da matriz de comprimido

5.2.1 Obteng¢éao de micofenolato de mofetila

A obtencdo de micofenolato de mofetila a partir da matriz de comprimidos foi
necessaria para experimentos preliminares a pesquisa. Pulverizaram-se dois
comprimidos de 500 mg de MMF (CellCept®) e realizou-se a extracéo do principio
ativo com 80 ml de cloroférmio. Procedeu-se a filtracdo em papel de filtro
quantitativo, com poros de 28 um, e o filtrado foi recolhido para baldo de fundo

redondo.

O baldo de fundo redondo com o filtrado foi adaptado ao rotavapor a 50 °C e sob
pressao reduzida até eliminacdo do solvente e obtencdo de um extrato concentrado.
Em seguida, realizou-se precipitacdo forcada com 2 porcdes de 60 ml de éter de
petréleo sob agitacdo. Os precipitados em suspensdao foram transferidos
cuidadosamente para um recipiente previamente pesado. Deixou-se a temperatura
ambiente até a completa evaporacdo do éter de petroleo. Pesou-se o recipiente com

o precipitado e determinou-se o rendimento da extracao.

5.2.2 Identificacdo e caracterizacao do residuo

Os cristais obtidos foram dessecados a 60 °C sob vacuo por 3 horas. Procedeu-se a
identificagdo e caracterizacdo pelas seguintes técnicas: determinacdo da
temperatura de fuséo, espectrofotometria no infravermelho, espectrofotometria no
ultravioleta, CLAE e ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN *3C) e de
hidrogénio (RMN *H).
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5.2.2.1 Temperatura de fuséo

A temperatura de fuséo foi determinada em triplicata conforme 5.1.3.1.

5.2.2.2 Espectrofotometria no infravermelho

Realizou-se a identificacdo de MMF por espectrofotometria no infravermelho por
reflectancia atenuada na faixa 4000 a 650 cm™. Comparou-se o espectro com
aguele obtido para MMF SQR (sec¢ao 6.1.2.1).

5.2.2.3 Espectrofotometria no ultravioleta

O espectro no ultravioleta foi obtido na faixa A 200 a 400 nm a partir da solucéo a
25 pg/ml do residuo em HCI 0,1 mol/l. Compararam-se 0s maximos de absorvancia

com aqueles obtidos para MMF matéria-prima (secao 6.1.2.2).

5.2.2.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono 13
(RMN *3C)

Aliguotas do residuo foram dissolvidas em cloroformio deuterado (CDCl3) e
submetidas a andlise em espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear em
freqiiéncia de 400 e 100 MHz para RMN 'H e RMN *3C, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) em

relacdo ao padrao interno de tetrametilsilano (TMS).

As atribuicées dos sinais do espectro de RMN *H foram realizadas com base nos
valores de deslocamento quimico, multiplicidade dos sinais, integral dos sinais e
valores das constantes de acoplamento. Para as atribuicbes do espectro de
RMN *C observaram-se os valores de deslocamento quimico e o espectro DEPT.
Informacdes complementares para atribuicdo dos carbonos e hidrogénios foram

obtidas com o auxilio dos espectros bidimensionais HMQC e HMBC.

5.2.2.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As impurezas no residuo foram determinadas de acordo com o procedimento

descrito em 5.1.3.3.
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5.3 Controle de qualidade de micofenolato de mofeti la e micofenolato de
sédio comprimidos

Os comprimidos de MMF (CellCept® e medicamento genérico) e MSD (Myfortic®)
foram avaliados quanto a identificacdo, determinacéo de peso, resisténcia mecanica,

teste de desintegracdo, doseamento do principio ativo e uniformidade de conteudo.

5.3.1 Identificacao

A identificagdo de MMF em comprimidos foi realizada por CLAE. Procedeu-se
conforme 5.3.6. O tempo de retencéo do pico principal do cromatograma da solugéo

amostra corresponde aquele do pico principal da solugcdo de MMF SQR.

A identificagdo de MSD em comprimidos também foi realizada por CLAE, como
descrito na sec¢éo 5.1.5. Adicionalmente, procedeu-se a identificacdo de ion sodio,
conforme 5.1.2.3, utilizando solugdo amostra a 1% p/V de MSD e solucao placebo

preparada nas mesmas condicoes.

5.3.2 Determinagéo de peso

Pesaram-se, individualmente, 20 comprimidos e calcularam-se o peso médio e 0s
desvios individuais em relacdo ao peso médio. Podem ser toleradas ndo mais que
duas unidades fora do limite de + 5,0% em relacdo ao peso médio, porém nenhuma
unidade pode estar acima ou abaixo de 10,0% (FARMACOPEIA..., 1988).

5.3.3 Determinacéo de resisténcia mecanica
5.3.3.1 Dureza

O teste consiste em submeter o comprimido a acdo de um aparelho que meca a
forca, aplicada diametralmente, necessaria para esmagéa-lo. O minimo aceitavel é
30 N para comprimidos (FARMACOPEIA..., 1988). Utilizaram-se 10 unidades no

teste.
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5.3.3.2 Friabilidade

O teste de friabilidade foi realizado com 20 unidades. Os comprimidos foram
submetidos a rotagdo de 20 rpm durante 5 minutos. Determinou-se a friabilidade em
func@o da porcentagem de perda de p6 a partir da diferenca entre o peso inicial e
final dos comprimidos. Consideram-se aceitaveis as perdas inferiores a 1,5% do
peso (FARMACOPEIA..., 1988).

5.3.4 Teste de desintegracéo

O teste de desintegracdo dos comprimidos de MMF foi realizado conforme o
procedimento geral para comprimidos. A analise para os comprimidos de MSD foi
realizada de acordo com procedimento especifico de comprimidos com revestimento

entérico. Ambos descritos no Método V.1.4.1 da Farmacopéia Brasileira (1988).

O tempo de desintegracdo dos comprimidos de MMF foi determinado com seis
unidades, utilizando um disco em cada tubo e agua a (37 + 1) °C como liquido de
imersdo. O limite maximo especificado para a desintegracdo € de 30 minutos
(FARMACOPEIA..., 1988).

O tempo de desintegracdo dos comprimidos de MSD foi determinado com seis
unidades em dois estagios. No primeiro estagio, utilizou-se HCI 0,1 mol/l a (37 £ 1) °C
como liquido de imersédo e tubos isentos de discos. O movimento da cesta foi
interrompido apdés 60 minutos e os comprimidos foram observados. Em seguida,
realizou-se o0 segundo estagio, com as mesmas unidades, colocando um disco em
cada tubo e utilizando solucéo tampéo fosfato pH 6,8 a (37 = 1) °C como liquido de
imersdo. Ao final do primeiro estagio, nenhuma unidade pode apresentar qualquer
sinal de desintegracéo, rachadura ou amolecimento que possibilite o extravasamento
do contetdo. Apés 45 minutos decorridos no segundo estagio, todos os comprimidos
devem estar completamente desintegrados, podendo restar apenas fragmentos de
revestimento insoltvel (FARMACOPEIA..., 1988).
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5.3.5 Determinacdo do teor de micofenolato de mofet ila por
espectrofotometria no ultravioleta

A determinacédo do teor de MMF em comprimidos por espectrofotometria no
ultravioleta foi realizada conforme o método proposto por Verma et al. (2008).

Utilizou-se HCI 0,1 mol/l como solvente e A 250 nm.

5.3.5.1 Seletividade

A seletividade do método de doseamento de MMF em comprimidos por
espectrofotometria no ultravioleta foi avaliada em relacdo aos principais excipientes.
Preparou-se o placebo a partir da mistura homogénea dos componentes da
formulagdo simulada (Tabela 12), na auséncia do principio ativo. As quantidades de
excipiente presentes na formulacdo simulada foram definidas com base nas

especificacdes porcentuais descritas por Kibbe (2000).

Tabela 12 - Formulacéo simulada para comprimidos de micofenolato de mofetila.

Componente %
MMF 60,0
Celulose microcristalina 30,0
Croscarmelose sddica 4,0
Estearato de magnésio 1,0
Povidona K-90 15
Hidroxipropilmetilcelulose 2,3
Dioxido de titanio 1,0
Laca de indigo carmim 0,1
Oxido de ferro amarelo 0,1

Cerca de 12,5 mg do placebo foram transferidos para baldo volumétrico de 25 ml
com auxilio de 15 ml de HCI 0,1 mol/l. Deixou-se em ultrassom durante 5 minutos e
completou-se o volume com 0 mesmo solvente. Apos filtragdo, transferiram-se 5,0 ml

para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol/l.

Preparou-se uma solucdo de MMF padrdo de trabalho a 25 pg/ml nas mesmas
condigbes. O espectro da solugéo do placebo na faixa A 200 a 400 nm foi sobreposto
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ao espectro da solugdo de MMF. A presenca de interferentes ndo deve alterar o
resultado final em mais de 0,5% (GREEN, 1996).

5.3.5.2 Linearidade

Preparou-se uma solucédo estoque a 1,0 mg/ml de MMF padrdo de trabalho em
HCI 0,1 mol/l. Transferiram-se aliquotas adequadas da solucéo estoque para balbes
volumétricos de 50 ml, de modo a obter concentracbes de 20% a 200% da
concentracdo de trabalho (25 pg/ml), conforme apresentado na Tabela 13. O

procedimento foi realizado em triplicata para cada nivel de concentracéo.

Tragou-se a curva analitica e calculou-se a equacéo de regressao linear pelo método
dos minimos quadrados ordinarios. Avaliaram-se os parametros de normalidade,
independéncia e homoscedasticidade dos residuos, o coeficiente de correlacéo, o
intercepto da curva e o ajuste dos dados ao modelo de regresséao linear, conforme

secao 5.1.5.3.

Tabela 13 - Preparo das solu¢Bes de micofenolato de mofetila para avaliacdo da linearidade do
método de doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

Nivel (%) VOIlg:tic?L?e ?r(])qlll;géo HCI 0,1 (Tn(l))lll g.s.p. Con(c“egr/lrt;?)gﬁo
20 0,25 50 5
40 0,50 50 10
60 0,75 50 15
80 1,00 50 20
100 1,25 50 25
120 1,50 50 30
140 1,75 50 35
160 2,00 50 40
180 2,25 50 45
200 2,50 50 50

5.3.5.3 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pelo método de contaminacdo do placebo em um
dia de analise e determinada em triplicata em trés niveis de concentracéo
(INTERNATIONAL..., 2005; ASOCIACION..., 2001). Quantidades conhecidas de



81

MMF foram incorporadas ao placebo de modo a obter solugbes com concentragbes
equivalentes a 70%, 100% e 130% da concentragéo de trabalho.

Preparou-se uma solucdo estoque de MMF padrdo de trabalho 2,5 mg/ml em
HCI 0,1 mol/l. Transferiram-se aliquotas da solugdo estoque para balbes
volumétricos de 25 ml contendo cerca de 12,5 mg do placebo, conforme
apresentado na Tabela 14. Adicionaram-se 15 ml de HCI 0,1 mol/l e deixou-se em
ultrassom por 5 minutos. Completou-se o volume com o mesmo solvente. Apos
filtracdo, transferiram-se 2,5 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o
volume com HCI 0,1 mol/l. Preparou-se solugdo padrao de MMF a 25 ug/ml nas

mesmas condicdes.

Tabela 14 - Preparo das solu¢cbes de placebo contaminado para avaliagdo da exatidao do método de
doseamento de micofenolato de mofetila em comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

. Quantidade d o Volume da solucao Concentragéo
Nivel (%) DT
placebo (mg) estoque (ml) apos diluicdo (ug/ml)
70 12,5 1,75 17,5
100 12,5 2,50 25,0
130 12,5 3,25 32,5

A porcentagem de recuperacado foi calculada pela relacdo entre a concentracao
determinada experimentalmente e a concentragdo teorica correspondente, utilizando

a equacao (7).

% Recuperacdo = Concentracdo experimental x 100 (7)

Concentracgao tedrica

Aplicou-se a estatistica t (o = 0,05) para verificar a existéncia de diferenca
significativa entre a recuperacdo media e o valor tedrico de 100%, conforme
Equacéo (4) (se¢do 5.1.5.4).

5.3.5.4 Precisao

Realizaram-se seis determinacdes do teor de MMF em CellCept® em trés dias de
analises com analistas diferentes (n = 18). A repetitividade e a precisdo intermediaria

foram avaliadas como descrito na se¢édo 5.1.4.1.
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Solucdo amostra: os comprimidos utilizados na determinacdo de peso foram
pulverizados até a obtencao de po fino e homogéneo. Transferiram-se quantidade do
po equivalente a 50 mg de MMF para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de
50 ml de HCI 0,1 mol/l. Deixou-se em ultrassom durante 5 minutos. Em seguida,
completou-se o volume com o0 mesmo solvente e filtrou-se utilizando papel de filtro.
Transferiram-se 5 ml para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume
com HCI 0,1 mol/l.

Solucéo padrao: transferiram-se, exatamente, cerca de 12,5 mg de MMF padréao de
trabalho para baldo volumétrico de 50 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume
com HCIl 0,1 mol/l. Transferiram-se 5 ml para baldo volumétrico de 50 ml e

completou-se o volume com 0 mesmo solvente.

5.3.5.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada pelo doseamento de CellCept® utilizando
equipamentos distintos. Realizaram-se seis determinagcdes a 100% da concentragéo
de trabalho, conforme descrito em 5.3.5.4. As leituras de absorvancia foram medidas
nos espectrofotdmetros HP 8453 e Shimadzu UV-1800.

Os resultados obtidos nas duas condi¢Bes foram comparados utilizando a estatistica

t para dados pareados (o = 0,05). O valor de t experimental foi calculado de acordo

com a equacao (8).

d+/n

texperimentalz

(8)

em que:
d = diferenca das médias entre os pares de valores;
n = numero de pares;

S4 = desvio padrao da diferenca entre os pares.
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5.3.5.6 Limites de deteccédo e quantificacao

Os limites de deteccéo e quantificacao foram estimados com base na inclinacdo e no
desvio padrédo do intercepto obtido na curva analitica, de acordo com as equacdes
(5) e (6), respectivamente (secdo 5.1.5.7).

5.3.6 Determinagcdo do teor de micofenolato de mofet ila por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

As condi¢cbes cromatograficas estabelecidas para a determinag¢do do teor de MMF

em comprimidos estéo relacionadas na Tabela 15.

Tabela 15 - Condi¢bes cromatogréaficas estabelecidas para a determinagdo do teor de micofenolato
de mofetila em comprimidos.

Parametro Especificacédo
Coluna Cg 250 x 4,0 mm; 5 ym
Fase mével Acetonitrila: TEA 1% (30:70)
Fluxo 1,5 ml/min
Temperatura do forno 45°C
Deteccéo UV/DAD 250 nm
Volume de injecao 25 pl
Concentracgao de trabalho 50 pg/ml MMF

5.3.6.1 Determinacédo das condi¢Bes cromatograficas

A selecdo das condicbes cromatograficas para doseamento de MMF em
comprimidos foi realizada com base na revisdo bibliografica, nos parametros de
conformidade do sistema descritos na Tabela 8 e na seletividade em relacdo ao
placebo e produtos de degradacdo (secdo 5.3.6.2). Utilizou-se coluna LiChrosper
100 (Cg 250 x 4,0 mm; 5 um) e detector ultravioleta A 250 nm.

Inicialmente, determinou-se o comportamento da eluicdo de MMF e MPA frente as
variacbes de pH da fase moével. O estudo foi realizado conforme método
cromatografico descrito na Farmacopéia Européia (2007): fase movel constituida por
acetonitrila e TEA 0,3% V/V na proporgédo 35:65, fluxo 1,5 ml/min e temperatura do
forno controlada em 45 °C. O pH da solugédo de TEA foi ajustado com acido fosférico

em intervalos de 0,5 compreendendo a faixa de 2,5 a 6,0. Injetaram-se, em cada
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condigéo, 25 pl de uma solugdo de MMF 50 pg/iml e MPA 25 pg/iml em acetonitrila.
Avaliou-se o efeito da variacdo do pH sobre o tempo de retencdo dos compostos.

Posteriormente, verificaram-se os parametros cromatograficos do pico de MMF em
funcdo da presenca de TEA em diferentes concentracbes na fase movel. A
composicao da fase movel foi 30% de acetonitrila com 70% de componente aquoso.
Os componentes aquosos utilizados foram: tampé&o fosfato de amdnio monobasico
25 mmol/l, TEA 0,3%, TEA 0,5%, TEA 0,7% e TEA 1,0%. Em todas as condicfes, 0

pH foi ajustado para 3,0 com &cido fosférico.

5.3.6.2 Seletividade

A seletividade do método de doseamento de MMF em comprimidos por CLAE foi
avaliada em relacdo ao placebo, conforme composicdo descrita na Tabela 12.
Verificou-se também a capacidade do método em separar os produtos de
degradacdo obtidos por exposicdo a temperatura, luz e umidade do ambiente e,
também, hidrdlise acida.

A solucéo placebo foi obtida pela transferéncia de 12,5 mg do placebo para baldo
volumeétrico de 25 ml com auxilio de 15 ml da fase movel. Deixou-se em ultrassom
durante 5 minutos e completou-se o volume com a fase médvel. Apos filtracao,
transferiu-se 1,0 ml para baléo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com a
fase moével. Preparou-se solucdo de MMF padréo de trabalho 50 pg/ml nas mesmas
condi¢cbes. O cromatograma do placebo foi comparado ao do padrao para verificar a

existéncia de interferéncia dos excipientes.

Deixou-se o farmaco exposto a temperatura, luz e umidade do laboratério. Apés
120 dias, avaliou-se o aspecto e preparou-se uma solucdo a 500 pg/ml na fase

movel para andlise cromatogréfica.

A hidrdlise acida foi realizada a partir de uma solucdo de MMF 500 pg/ml em HCI
0,1 mol/l sob refluxo durante 2 horas. Aliquotas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120

minutos de refluxo foram retiradas e diluidas 10 vezes na fase mével antes de serem
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injetadas no cromatografo. Avaliaram-se a resolucao do pico de MMF em relacdo ao
pico adjacente e a pureza cromatografica com o auxilio do detector UV/DAD.

Procedeu-se também a hidrélise acida de MPA. Preparou-se solucdo de MSD
equivalente a 1 mg/ml de MPA em agua. Transferiram-se 5 ml para balédo
volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol/l. A solug&o acida foi
submetida ao refluxo durante 60 minutos. Em seguida, retirou-se aliquota e diluiu-se

10 vezes na fase movel antes de injetar no cromatégrafo.

5.3.6.3 Linearidade

A curva analitica foi obtida na faixa 40% a 160% da concentracdo de trabalho e a
linearidade avaliada conforme descrito na secdo 5.1.5.3. As solugbes foram

preparadas como apresentado a seguir.

Preparou-se solugéo estoque de MMF padrao de trabalho 1,0 mg/ml em acetonitrila.
Transferiram-se aliquotas adequadas da solug¢do estoque para baldes volumétricos
de 25 ml e completou-se o volume com fase mével, de modo a obter concentracdes
de 20 a 80 pg/ml (Tabela 16). O procedimento foi realizado em triplicata para cada

nivel de concentracéo.

Tabela 16 - Preparo das solucBes de micofenolato de mofetila para avaliacdo da linearidade do
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Nivel (%) VOIlg:tic?L?e ?r(])qlll;géo Fase mgxleil g.s.p. Con(cuzr}':rr]zla)géo
40 0,50 25 20
60 0,75 25 30
80 1,00 25 40
100 1,25 25 50
120 1,50 25 60
140 1,75 25 70
160 2,00 25 80

5.3.6.4 Exatidao

Procedeu-se a exatidao pelo método do placebo contaminado nos niveis de 70%,
100% e 130% da concentracdo de trabalho, como especificado na se¢éo 5.3.5.3. A
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solugdo estoque e as solugcdes contaminadas foram preparadas como descrito a

sequir.

Preparou-se solucéo estoque de MMF padrao de trabalho 2,5 mg/ml em acetonitrila.
Transferiram-se aliquotas da solugdo estoque para baldes volumétricos de 25 ml
contendo cerca de 12,5 mg de placebo, conforme apresentado na Tabela 17.
Adicionaram-se 15 ml da fase movel e deixou-se em ultrassom por 5 minutos.
Completou-se o volume com a fase movel. Apos filtracédo, transferiram-se 2,0 ml
para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com a fase moével.

Preparou-se solucdo padrdo de MMF 50 pg/ml nas mesmas condi¢des.

Tabela 17 - Preparo das solugBes de placebo contaminado para avaliagdo da exatiddo do método de
doseamento de micofenolato de mofetila em comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

. Quantidade de Volume da solucdo Concentracdo ap0ds
Nivel (%) T
placebo (mg) estoque (ml) diluicdo (ug/ml)
70 12,5 1,75 35,0
100 12,5 2,50 50,0
130 12,5 3,25 65,0

5.3.6.5 Precisao

Realizaram-se seis determina¢des em trés dias de analises com analistas diferentes
(n = 18). A repetitividade e a precisao intermediaria foram avaliadas conforme secéo

5.1.4.1. O preparo das solu¢gdes amostra e padrao estdo descritos a seguir.

Solucdo amostra: os comprimidos utilizados na determinacdo de peso foram
pulverizados até a obtencédo de po6 fino e homogéneo. Transferiram-se quantidade do
po equivalente a 25 mg de MMF para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de
30 ml de fase movel. Deixou-se em ultrassom durante 10 minutos e completou-se o
volume com o0 mesmo solvente. Apés filtragdo, transferiram-se 2,5 ml para baldo

volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com a fase mével.

Solucéo padrao: transferiram-se, exatamente, cerca de 12,5 mg de MMF SQR para
baldo de 25 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com fase modvel.
Transferiram-se 2,5 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume

com fase movel.
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A solucao padréo foi injetada cinco vezes no cromatégrafo. O desvio padréo relativo
entre as cinco injecdes ndo deve ser superior a 1,0% (U.S. FOOD..., 1994).

5.3.6.6 Robustez

A robustez foi verificada mediante as variacbes dos seguintes parametros: pH da
solucdo de TEA, temperatura do forno, fluxo da fase modvel e proporcdo de
acetonitrila na fase movel. Realizaram-se seis determinagbes a 100% da
concentracéo de trabalho em cada condi¢ao apresentada na Tabela 18. As solugdes
amostra e padréao foram preparadas como descrito em 5.3.6.5. Os resultados foram

comparados por Anova (o = 0,05).

Tabela 18 - CondigGes cromatograficas utilizadas para verificagdo da robustez do método de
doseamento de micofenolato de mofetila em comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Parametros Nominal 1 2 3 4 5 6 7 8
pH TEA 3,0 3,2 2,8 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Fluxo (ml/min) 15 15 15 1,3 1,7 15 15 15 15
Temperatura (°C) 45 45 45 45 45 50 40 45 45
% ACN 30 30 30 30 30 30 30 32 28

5.3.6.7 Limites de deteccédo e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram estimados pela curva analitica e
determinados pela relacdo entre sinal e ruido, de acordo com o especificado em
5.1.5.7.

5.3.6.8 Estabilidade em solucéo

Preparou-se uma solucdo de MMF padréo de trabalho 50 pg/ml em fase movel.
Injetou-se no cromatografo nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas ap0s o preparo. As
variacOes das areas ndo deverao ser superiores a = 2% em relacdo a resposta inicial
(GREEN, 1996).
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5.3.7 Comparacdo entre os métodos de determinacdo d e micofenolato de
mofetila em comprimidos

O método de determinacdo do teor de MMF em comprimidos por CLAE foi
comparado com o método por espectrofotometria no ultravioleta. As variancias dos
resultados obtidos na precisdo (h = 18 para cada meétodo) foram avaliadas
estatisticamente pelo teste F. Em seguida, aplicou-se o teste t para comparagéo
entre as médias (ASOCIACION..., 2001).

5.3.8 Doseamento de micofenolato de mofetila no med icamento genérico

O teor de micofenolato de mofetila no medicamento genérico foi determinado pelos
métodos espectrofotométrico e cromatografico. Realizaram-se seis determinacdes
utiizando os procedimentos descritos em 5.3.5.4 para espectrofotometria no
ultravioleta e 5.3.6.5 para CLAE.

5.3.9 Uniformidade de doses unitarias de comprimido s de micofenolato de
mofetila

A uniformidade de doses unitarias foi realizada pelo método de uniformidade de
conteido. Determinou-se o teor individual de 10 unidades de CellCept® e do
medicamento genérico, utilizando o método por espectrofotometria no ultravioleta
(secdo 5.3.5). A quantidade de farmaco de cada unidade deve estar situada entre
85,0% e 115,0% da quantidade declarada e o DPR entre as determinagdes deve ser
menor ou igual a 6,0% (FARMACOPEIA..., 1996).

5.3.10 Determinacao do teor de micofenolato de sédio por e  spectrofotometria
no ultravioleta

Utilizou-se tampao fosfato de sodio 0,05 mol/l pH 6,8 como solvente e selecionou-se
A 250 nm para a andlise espectrofotométrica. O teor do principio ativo foi expresso

em relacdo a quantidade declarada de MPA.

5.3.10.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada de maneira analoga ao descrito na se¢éo

5.3.5.1, utilizando a formulacéo simulada apresentada na Tabela 19.
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Tabela 19 - Formulagéo simulada para comprimidos de micofenolato de sédio.

Componente %
Micofenolato de s6dio 55,0
Amido de milho 3,0
Povidona K-90 2,0
Crospovidona 2,2
Lactose 20,0
Dioxido de silicio coloidal 0,5
Estearato de magnésio 1,0
Hidroxipropilmetilcelulose 15,0
Didxido de titanio 1,0
Indigotina 0,1
Oxido de ferro vermelho 0,1
Oxido de ferro amarelo 0,1

Cerca de 18 mg do placebo foram transferidos para baldo volumétrico de 50 ml com
auxilio de 30 ml de tampao fosfato de sddio 0,05 mol/l pH 6,8. Deixou-se em
ultrassom durante 5 minutos e completou-se o volume com o mesmo solvente. Apdos
filtracdo, transferiram-se 2,5 ml para baldo volumétrico de 50 ml e completou-se o

volume com o tampdo.

Preparou-se solugcdo de MSD padrdo de trabalho equivalente a 18 pg/ml de MPA
nas mesmas condi¢cdes. O espectro da solucdo do placebo na faixa A 200 a 400 nm

foi sobreposto ao espectro obtido para solugcédo de MSD.

5.3.10.2 Linearidade

Preparou-se uma solugédo estoque de MSD padrdo de trabalho equivalente a
1 mg/ml de MPA em agua. Transferiram-se aliquotas adequadas da solucdo estoque
para balGes volumétricos de 25 ml, de modo a obter concentracdes de 33% a 189%
da concentragéo de trabalho (MPA 18 pg/ml), conforme apresentado na Tabela 20.

O procedimento foi realizado em triplicata para cada nivel de concentracéo.
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Tabela 20 - Preparo das solucdes de acido micofendlico para avaliacao da linearidade do método por
espectrofotometria no ultravioleta.

Nivel (%) Volume da SPE (ml) Tampao qg.s.p. (ml) Con((:uzr}:%géo
33 0,15 25 6
56 0,25 25 10
78 0,35 25 14
100 0,45 25 18
122 0,55 25 22
144 0,65 25 26
167 0,75 25 30
189 0,85 25 34

Os resultados foram avaliados utilizando o método dos minimos quadrados
ordinarios. Verificaram-se o0s parametros de normalidade, independéncia e
homoscedasticidade dos residuos, o coeficiente de correlacao, o intercepto da curva

e 0 ajuste dos dados ao modelo de regresséao linear, conforme se¢édo 5.1.5.3.

5.3.10.3 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método de contaminacdo do placebo em um dia de
analise e determinada em triplicata em trés niveis de concentracdo, conforme
5.3.5.3. Quantidades conhecidas de MPA foram incorporadas ao placebo, de modo a
obter solu¢cbes com concentracdes equivalentes a 70%, 100% e 130% da

concentracéo de trabalho.

Preparou-se uma solucdo estoque de MSD em agua equivalente a 2,25 mg/ml de
MPA. Transferiram-se aliquotas da solucdo estoque para baldes volumétricos de
25 ml contendo cerca de 15 mg de placebo, conforme apresentado na Tabela 21.
Adicionaram-se 15 ml de tampao fosfato de sédio 0,05 mol/l pH 6,8 e deixou-se em
ultrassom por 5 minutos. Completou-se o volume com o mesmo solvente. Apés
filtracdo, transferiram-se 2,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o
volume com o tampéo. Preparou-se solucao padrédo de MSD equivalente a 18 ug/ml

de MPA nas mesmas condic¢oes.
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Tabela 21 - Preparo das solu¢cbes de placebo contaminado para avaliagdo da exatidao do método de
doseamento de micofenolato de sédio em comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

. Quantidade de Volume da solucéo Concentracdo MPA
Nivel (%) .
placebo (mg) estoque (ml) apos diluicdo (ug/ml)
70 15 1,75 12,6
100 15 2,50 18,0
130 15 3,25 23,4

5.3.10.4 Precisao

Realizaram-se seis determinacdes do teor de MSD em Myfortic® a 100% da
concentracéo de trabalho (18 pg/ml de MPA) em trés dias de analises com analistas
diferentes (n = 18). A repetitividade e a precisdo intermediaria foram avaliadas de

acordocom 5.1.4.1.

N&o foi possivel obter uma amostra homogénea a partir da pulverizacdo dos
comprimidos de Myfortic®, uma vez que eles apresentam revestimento
gastrorresistente polimérico nao trituravel. Sendo assim, as réplicas da preciséo
foram preparadas a partir de uma solucdo estoque contendo cinco unidades do

produto, conforme descrito a seguir.

Solucdo amostra estoque: transferiram-se cinco comprimidos para baldo volumétrico
de 500 ml. Adicionaram-se 250 ml de tampéo fosfato de sédio 0,05 mol/l pH 6,8 e
agitou-se mecanicamente durante 15 minutos para a solubilizacdo do revestimento.
Posteriormente, deixou-se em ultrassom por 15 minutos para a desintegragdo de

todos os nacleos. Completou-se o volume com o tampdo e filtrou-se.

Solucdo amostra: transferiram-se 2,5 ml da solu¢do estoque para baldo volumétrico
de 50 ml e completou-se o volume com tampéao fosfato de sédio 0,05 mol/l pH 6,8.
Em seguida, transferiram-se 2,5 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se

o volume com o tampdo.

Solucédo padrao: transferiram-se, exatamente, cerca de 11,25 mg do padrao de MPA
para baldo volumétrico de 50 ml e dissolveu-se em metanol. Em seguida,
transferiram-se 2,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume

com tampao fosfato de sédio 0,05 mol/l pH 6,8.
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5.3.10.5 Robustez

A robustez foi avaliada pelo doseamento de Myfortic® em equipamentos distintos.
Realizaram-se seis determinacdes a 100% da concentragéo de trabalho, conforme
descrito na se¢éo 5.3.10.4. Os resultados foram comparados utilizando a estatistica t

para dados pareados (o = 0,05).
5.3.10.6 Limites de deteccao e quantificacédo

Os limites de deteccéo e quantificacao foram estimados com base na inclinacdo e no
desvio padréo do intercepto da curva analitica, de acordo com as equacoes (5) e (6),

respectivamente (se¢éo 5.1.5.7).

5.3.11 Determinacédo do teor de micofenolato de sédio por c romatografia
liguida de alta eficiéncia

O doseamento de micofenolato de sédio em Myfortic® foi realizado utilizando o
método cromatografico desenvolvido para matéria-prima (sec¢do 5.1.5). O teor do

principio ativo foi expresso em relacao a quantidade declarada de MPA.

5.3.11.1 Seletividade

A seletividade foi demonstrada frente aos produtos de degradagédo de MSD obtidos
pela hidrélise em meio &cido, neutro e alcalino e pela exposicdo da matéria-prima a
temperatura, luz e umidade do ambiente durante um periodo de 120 dias (sec¢éo
6.1.5.2). Adicionalmente, verificou-se a interferéncia dos componentes da
formulacéo simulada (Tabela 19).

A solucéo placebo foi obtida pela transferéncia de 18,0 mg do placebo para balédo
volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml do diluente (metanol e agua, 55:45).
Deixou-se em ultrassom durante 5 minutos e completou-se o volume com 0 mesmo
solvente. Apoés filtragdo, transferiu-se 1,0 ml para baldo volumétrico de 10 ml e
completou-se o volume com o diluente. Preparou-se uma solu¢do de MSD padréo de
trabalho equivalente a 36 pg/ml de MPA nas mesmas condi¢cdes. O cromatograma
do placebo foi sobreposto ao da solugdo de MSD para verificar a existéncia de

interferéncia dos excipientes.
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5.3.11.2 Linearidade

Procedeu-se conforme descrito na se¢do 5.1.5.3. A curva analitica foi construida em

funcdo da concentragdao de MPA.

5.3.11.3 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pelo método de contaminag&o do placebo em um
dia de andlise e determinada em triplicata em trés niveis de concentracao.
Quantidades conhecidas de MPA foram incorporadas ao placebo, de modo a obter
solugdes com concentragdes equivalentes a 70%, 100% e 130% da concentragéo de
trabalho. As porcentagens de recuperacédo foram determinadas de acordo com o
especificado em 5.3.5.3.

Preparou-se uma solucdo estoque de MSD em agua equivalente a 2,25 mg/ml de
MPA. Transferiram-se aliquotas da solucdo estoque para balfes volumétricos de
25 ml contendo cerca de 25 mg do placebo, conforme apresentado na Tabela 22.
Adicionaram-se 15 ml do diluente e deixou-se em ultrassom por 5 minutos.
Completou-se o volume com o mesmo solvente. Apés filtracdo, transferiram-se
2,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com o diluente.

Preparou-se solucdo padrdo de MPA 36 ug/ml nas mesmas condi¢des.

Tabela 22 - Preparo das solugBes de placebo contaminado para avaliagdo da exatiddo do método de
doseamento de micofenolato de s6dio em comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Quantidade de

Volume da solucdo

Concentragcdo MPA

Nivel (%) placebo (mg) estoque (ml) apos diluicdo (ug/ml)
70 25 3,5 25,2
100 25 5,0 36,0
130 25 6.5 46,8

5.3.11.4 Precisao

A precisédo foi avaliada por seis determinacdes a 100% da concentracdo de trabalho
(36 pg/ml de MPA) em trés dias de analises com analistas diferentes (n = 18). A
repetitividade e a precisdo intermediaria foram avaliadas conforme sec¢éo 5.1.4.1. O

preparo das solu¢gbes amostra e padréo estdo descritos a seguir.



94

Solucdo amostra estoque: transferiram-se cinco comprimidos para baldo volumétrico
de 500 ml. Adicionaram-se 275 ml de metanol e deixou-se em ultrassom durante

15 minutos. Completou-se o volume com agua e filtrou-se.

Solucdo amostra: transferiram-se 2,5 ml da solucdo estoque para baldo volumétrico
de 25 ml e completou-se o volume com o diluente. Em seguida, transferiram-se
2,5 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com o0 mesmo

solvente.

Solucéo padrao: transferiram-se, exatamente, cerca de 11,25 mg do padrao de MPA
para baldo volumétrico de 50 ml e dissolveu-se em metanol. Em seguida,
transferiram-se 4,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume

com o diluente.

5.3.11.5 Robustez

A robustez foi verificada de acordo com o procedimento da secdo 5.1.5.6. As

solugbes amostra e padrao foram preparadas conforme descrito em 5.3.11.4.

5.3.11.6 Limites de deteccao e quantificacédo

Procedeu-se conforme descrito na sec¢ao 5.1.5.7. Os limites obtidos foram expressos

em relacdo a concentracdo de MPA.

5.3.12 Comparacdo entre os metodos de determinacao de micofenolato de
sédio em comprimidos

Os métodos cromatografico e espectrofotométrico para determinacdo do teor de
MSD em comprimidos foram comparados utilizando os resultados obtidos na
precisdo (n = 18 para cada método). As variancias foram avaliadas estatisticamente
pelo teste F. Em seguida, aplicou-se o teste t para comparacdo entre as meédias
(ASOCIACION..., 2001).
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5.3.13 Uniformidade de doses unitarias de comprimid  os de micofenolato de
sodio

A uniformidade de doses unitarias foi realizada por uniformidade de conteldo.
Determinou-se o teor individual de 10 unidades de Myfortic® utilizando o método
cromatografico (secdo 5.3.11). A quantidade de farmaco de cada unidade deve estar

situada entre 85,0% e 115,0% da quantidade declarada e o DPR entre as
determinacBes deve ser menor ou igual a 6,0% (FARMACOPEIA..., 1996).

5.4 Determinacédo de impurezas em micofenolato de mo  fetila comprimidos

5.4.1 Perfil cromatogréfico

Os perfis cromatogréficos para verificacdo da presenca de impurezas em CellCept®
e no medicamento genérico de MMF foram obtidos a partir de solucbes amostras a
500 ug/ml de MMF em fase mével. Injetaram-se 25 pl das solu¢des nas condigdes

descritas na Tabela 15 (secao 5.3.6).

5.4.2 Quantificacdo de acido micofendlico

A quantificacdo de MPA em comprimidos de MMF foi realizada utilizando o método
cromatogréfico desenvolvido (secdo 5.3.6). O teor da impureza em CellCept® e no
medicamento genérico foi determinado por comparacdo da resposta obtida com
MPA padrdo e com MMF SQR, ambos a 2,5 pg/ml na fase modvel. As solucbes

amostras foram preparadas a 500 pg/ml de MMF-.

Solugdo amostra: os comprimidos utilizados na determinacdo de peso foram
pulverizados até a obtencédo de po6 fino e homogéneo. Transferiram-se quantidade do
pé equivalente a 25 mg de MMF para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de
30 ml de fase mével. Deixou-se em ultrassom durante 10 minutos e completou-se o

volume com a fase movel.
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Solucéo padrdao de MMF: transferiram-se, exatamente, cerca de 12,5 mg de MMF
SQR para baldo de 25 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com a fase mével.
Transferiram-se 2,5 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume

com a fase mével. Em seguida, diluiram-se 2,5 ml para 50 ml com a fase mével.

Solucédo padrdo de MPA: transferiram-se, exatamente, cerca de 12,5 mg de MPA
padrao para baldo de 25 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com acetonitrila.
Transferiram-se 2,5 ml para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume

com a fase movel. Em seguida, diluiram-se 2,5 ml para 50 ml com a fase moével.

5.4.2.1 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelos valores de DPR entre as determinagdes.
Verificou-se a conformidade do sistema pela injecdo em quintuplicata das solucdes
padrdo. Para a quantificacdo de impurezas, recomenda-se que o DPR entre as
determinacdes seja menor ou igual a 10%. O DPR entre as inje¢cOes dos padroes
dever& ser menor ou igual a 5% (SHABIR, 2003).

5.4.2.2 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método de contaminacdo do placebo em um dia de
analise e determinada em triplicata em trés niveis de concentracdo. Quantidades
conhecidas de MPA foram incorporadas ao placebo de MMF de modo a obter
solugbes com concentragbes equivalentes a 50%, 100% e 150% do limite
estabelecido (2,5 pg/ml). O célculo de recuperacdo e a avaliacdo da exatidao foram
realizados conforme 5.3.5.3.

Preparou-se uma solugédo estoque de MSD padrdo de trabalho equivalente a
12,5 pg/ml de MPA em &gua. Transferiram-se aliquotas da solugdo estoque para
baldes volumétricos de 25 ml contendo cerca de 12,5 mg do placebo, conforme
apresentado na Tabela 23. Adicionaram-se 15 ml de fase mével e deixou-se em
ultrassom por 10 minutos. Completou-se o volume com a fase movel. Preparou-se

uma solugéo padréo 2,5 pg/ml nas mesmas condicdes.
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Tabela 23 - Preparo das solu¢cbes do placebo contaminado para avaliagdo da exatidao do método de
guantificacao de acido micofendlico em comprimidos de micofenolato de mofetila.

. Quantidade de Volume da solucéo Concentracdo MPA
Nivel (%)
placebo (mg) estoque (ml) (ug/ml)
50 12,5 25 1,25
100 12,5 5,0 2,50
150 12,5 7.5 3,75

5.4.2.3 Linearidade

As curvas analiticas foram construidas em funcdo das massas de MPA e MMF
injetadas no cromatografo. Prepararam-se solucdes de MPA padrdao e MMF SQR a
2,5 ug/ml na fase movel (5.4.2.1) e injetaram-se, em triplicata, volumes de 5 a 50 pl.

As analises de regressao foram realizadas conforme 5.1.5.3.

5.4.2.4 Limites de deteccédo e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo de MPA foram determinados com base na
relacdo entre sinal e ruido. A concentracdo do analito que fornece relacdo 3:1 €
recomendada como limite de deteccdo. Para limite de quantificacdo, a relagcdo
estabelecida € de 10:1 (INTERNATIONAL..., 2005).

5.4.2.5 Estabilidade em solucéo

A estabilidade das amostras em solucao foi avaliada comparando-se as areas de
MPA em seis solucdes amostra de CellCept® quando injetadas nas seguintes
condicdes: imediatamente ap0s o preparo, 24 horas armazenadas em temperatura
ambiente e 24 horas armazenadas entre 4 a 8 °C. As solugbes foram preparadas
como descrito em 5.4.2.1.

5.5 Teste de dissolugcédo para comprimidos de micofen  olato de mofetila
5.5.1 Ensaios preliminares

Testes preliminares para o perfil de dissolucdo de MMF comprimidos foram

realizados com duas unidades de Cellcept® em diferentes meios de dissolucdo: HCI
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0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l, tampao fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0, tampé&o acetato
de sédio 0,05 mol/l pH 4,5 e tampao acetato de sédio 0,05 mol/l pH 5,5. Utilizaram-

se 900 ml de meio a (37 = 0,5) °C e agitacdo com pas 50 rpm.

Retiraram-se aliquotas de 5 ml ap6s 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos de
dissolucéo. Filtrou-se em membrana 0,45 pum e transferiu-se 1,0 ml do filtrado para
baldo volumétrico de 25 ml. Completou-se o volume com meio de dissolucédo e
determinou-se a quantidade de MMF dissolvida por espectrofotometria no
ultravioleta em A 250 nm. Solu¢cdes de MMF padrdo de trabalho 25 pg/ml foram

preparadas em cada meio de dissolucéo.

5.5.2 Perfis de dissolucéo

Os perfis de dissolucdo de MMF comprimidos foram obtidos utilizando o
medicamento referéncia CellCept® 500 mg. Determinaram-se a dissolucéo de seis
unidades em trés diferentes meios (HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tampé&o fosfato de
sédio 0,1 mol/l pH 3,0) a (37 = 0,5) °C e sistema de agitagdo com pas em duas

velocidades (50 e 75 rpm).

Aliquotas de 5 ml foram retiradas apos 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos de dissolugéo
e filtradas em membrana de 0,45 pm. Transferiu-se 1,0 ml do filtrado para balédo
volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com o meio de dissolucdo. A
quantidade de MMF dissolvida foi determinada por espectrofotometria no ultravioleta
em A 250 nm, utilizando solu¢cbes MMF padrao de trabalho 25 pg/ml preparadas em

cada meio de dissolucao.

Véarios métodos sdo propostos para avaliagdo comparativa entre perfis de
dissolugcdo. Os meétodos podem ser baseados na analise de variancia, modelo

independente ou modelo dependente.

O uso do modelo independente utilizando os célculos dos fatores de diferenca (f;) e
similaridade (f,) € recomendado em U.S. FOOD... (1997). Entretanto ndo é aplicado
quando a dissolucdo dos produtos teste e referéncia € superior a 85% em 15

minutos. O método estatistico baseado na analise de varidncia ou t-Student é
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indicado para dissolugdo em unico ponto de formas farmacéuticas de liberacdo
imediata. Por sua vez, os modelos dependentes sdo aqueles baseados em fungdes
matematicas distintas, que apos selecédo da funcédo adequada, permitem a avaliacao
dos perfis em relacdo aos parametros derivados dos modelos aplicados (O'HARA
et al., 1998; SERRA & STORPIRTIS, 2007; U.S. FOOD..., 1997).

Neste trabalho, o estudo comparativo entre as velocidades de agitacdo em cada
meio de dissolucdo foi realizado utilizando a estatistica t para variancias
homogéneas. Determinou-se o intervalo de 95% de confianga para a diferenca entre
as meédias em cada tempo. A diferenca € significativa se o intervalo de confianca néo
incluir o zero (O'HARA et al., 1998).

O estudo comparativo dos meios de dissolugéo foi realizado fixando o sistema de
agitacdo com pés 50 rpm. Os resultados foram avaliados por Anova e teste de
Duncan (a = 0,05).

5.5.3 Validacéao

O método espectrofotométrico foi validado utilizando HCI 0,1 mol/l como solvente
(secdo 5.3.5). Adicionalmente, demonstraram-se a seletividade e a linearidade do
método com os meios HCI 0,01 mol/l e tampao fosfato de sddio 0,1 mol/l pH 3,0,
conforme procedimentos descritos nas sec¢des 5.3.5.1 e 5.3.5.2.

5.5.4 Estabilidade nos meios de dissolugéo

Preparou-se solucdo de MMF padrdo de trabalho 560 pg/ml em cada meio de
dissolucéo (HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tampdo fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0).
As solucbes foram submetidas a agitacdo magnética em banho a (37 + 0,5) °C
durante 60 minutos. Aliquotas de 1,0 ml foram retiradas nos tempos 0, 15, 30 e
60 minutos e diluidas para 25 ml com o meio de dissolucdo. Realizaram-se as
leituras de absorvancia em A 250 nm. O DPR entre as leituras devera ser inferior a
2,0%.
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5.5.5 Comparacao entre os perfis de dissolugdo do m  edicamento genérico e
referéncia

Os perfis de dissolucdo do medicamento referéncia (CellCept®) e do medicamento
genérico de MMF foram obtidos com doze unidades em 900 ml de trés diferentes
meios de dissolucdo: HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tampé&o fosfato de sédio
0,1 mol/l pH 3,0. Utilizou-se o sistema de agitacdo com pas 50 rpm em todas as
condi¢gbes. Os tempos de coleta e as diluicbes foram realizados conforme descrito
na secdo 5.5.2. Compararam-se as curvas obtidas para os medicamentos referéncia

e genérico, em cada condicdo, utilizando a estatistica t.

5.6 Teste de dissolugdo para comprimidos de micofen olato de sédio
5.6.1 Determinacéo das condicdes de esgotamento

Para realizacdo do teste, quantidades do farmaco em excesso foram transferidas
para 10 ml dos meios HCI 0,1 mol/l, tampé&o fosfato 0,05 mol/l pH 5,5, 6,0 e 6,8. As
suspensdes foram deixadas em agitacdo a 25 °C. Aliquotas foram retiradas apos
24 horas, filtradas em membrana de 0,45 um e diluidas nos respectivos meios até
concentracdo adequada para analise espectrofotométrica em A 250 nm. As solucdes
padroes em cada meio de dissolucdo foram preparadas de modo a obter

concentracdo a 18 pg/ml de MPA, conforme descrito a seguir.

Solucdo padrdo estoque: transferiram-se, exatamente, cerca de 24,0 mg de MSD
padrao de trabalho para baldo volumétrico de 25 ml com o auxilio de 15 ml de agua.

Deixou-se em ultrassom durante 10 minutos e completou-se o volume com agua.

Solucdo padrao: transferiu-se 1,0 ml da solucdo padrdo estoque para balédo

volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com o meio de dissolugao.

5.6.2 Perfil de dissolucéo

O perfil de dissolucdo de Myfortic® 360 mg comprimidos foi obtido com seis unidades

e de acordo com o procedimento geral de dissolucdo para comprimidos com
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revestimento entérico (Método A) proposto na Farmacopéia Americana (2009).
Iniciou-se a dissolugao com 750 ml de HCI 0,1 mol/l a (37 + 0,5) °C e sistema de
agitacdo com pas 50 rpm. Apo6s 120 minutos, coletou-se aliquota de 10 ml e,
interruptamente, adicionaram-se 250 ml de tampao fosfato de soédio tribasico
0,20 mol/l a (37 £ 0,5) °C, ajustando o pH em cada cuba para (6,8 + 0,05) com
solucdo de HCI 2 mol/l. Retiraram-se novas aliquotas de 10 ml nos tempos 130, 140,
150, 165, 180, 210 e 240 minutos. Todas as aliquotas foram filtradas em membrana
de 0,45 um.

A determinacdo da quantidade de farmaco dissolvida foi realizada por
espectrofotometria no ultravioleta em A 250 nm. Realizaram-se leitura direta para as
aliquotas dos tempos 120 e 130 minutos. Para as demais, transferiram-se 2,0 ml

para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com o meio de dissolucao.

Preparou-se uma solucéo estoque de MSD padréo de trabalho em agua, equivalente
a 450 pg/ml de MPA. A solucdo padréo utilizada no primeiro estagio foi preparada
transferindo-se 2,0 ml da solu¢do estoque para baldo volumétrico de 50 ml e
completando o volume com HCI 0,1 mol/l. A solu¢cdo padrédo utilizada no segundo

estagio foi preparada de maneira semelhante, diluindo-se no meio de dissolucéo.

Alternativamente, obtiveram-se os perfis de dissolugdo utilizando velocidade de
rotacdo 75 rpm e ajustando o pH das cubas para 6,0 e 5,5. O estudo comparativo da
velocidade de rotacédo foi realizado com a estatistica t para variancias homogéneas.
A comparacdo entre os meios de dissolucao foi realizada por Anova e teste de
Duncan (o = 0,05).

5.6.3 Validacéao

O meétodo espectrofotométrico foi validado utilizando tampéao fosfato 0,05 mol/l pH
6,8 como solvente (secédo 5.3.10). Adicionalmente, demonstraram-se a seletividade e
a linearidade do método quando utilizado tampdo em valores de pH 6,0 e 5,5,
conforme procedimentos descritos nas segdes 5.3.10.1 e 5.3.10.2.
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5.6.4 Estabilidade nos meios de dissolugéo

A estabilidade do farmaco foi avaliada nos meios tampéao fosfato 0,05 mol/l pH 5,5,
6,0 e 6,8. Prepararam-se solucbes de MSD padrdao de trabalho equivalentes a
360 pg/ml de MPA em cada meio de dissolucdo. As solug¢des foram submetidas a
agitacdo magnética em banho a (37 £ 0,5) °C durante 120 minutos. Aliquotas de
1,25 ml foram retiradas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos e transferidas para
baldes volumétricos de 25 ml. Completaram-se os volumes com o meio de
dissolugéo e realizaram-se as leituras de absorvancia em A 250 nm. O DPR entre as

leituras devera ser inferior a 2,0%.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Controle de qualidade de micofenolato de mofeti la e micofenolato de
soédio matéria-prima

6.1.1 Descricao
6.1.1.1 Caracteristicas fisicas

Os farmaco MMF e MSD séao designados como po cristalino branco a quase branco
(THE EUROPEAN..., 2007; U.S. FOOD..., 2008b). Ambas as amostras
apresentaram-se como poé cristalino branco, inodoro e isentas de particulas

estranhas visiveis a olho nu.

6.1.1.2 Solubilidade

Os dois farmacos apresentaram diferentes solubilidades em relagédo aos solventes
utilizados. O farmaco MMF foi praticamente insolivel em agua; ligeiramente soluvel
em etanol e NaOH 0,1 mol/l; solivel em HCI 0,1 mol/l e metanol; e facilmente soltvel
em acetonitrila. Os resultados obtidos para os solventes metanol, etanol e agua
foram semelhantes aos descritos por O'Neil (2006).

O farmaco MSD demonstrou-se praticamente insoliavel em HCI 0,1 mol/l e
acetonitrila, pouco soluvel em etanol, solivel em metanol e facilmente soluvel em

agua e NaOH 0,1 mol/l.

6.1.2 Identificacao
6.1.2.1 Espectrofotometria no infravermelho

Os espectros infravermelhos para MMF, MPA e MSD obtidos por reflectancia
atenuada nos niimeros de onda 4000 a 650 cm™ estdo representados nas Figuras 13

a 15 e as atribui¢cdes das principais bandas nas Tabelas 24 a 26.
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Figura 13 - Espectro infravermelho de micofenolato de mofetila matéria-prima (superior) e substancia
guimica de referéncia (inferior).
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Figura 14 - Espectro infravermelho do padrédo de acido micofendlico.
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Tabela 24 - Atribuicdes das principais bandas de absorcdo de micofenolato de mofetila no

infravermelho

Banda Intensidade Identificacdo
3325 f Deformacéo axial O-H do fenol
2853 f Deformacéo axial C-H de alcano
1739 F Deformacao axial C=0 de y-lactona insaturada
1727 F Deformacao axial C=0 de éster alifatico
1619 m Deformacéo axial C=C
1112 F Deformacao axial C-O-C

F: forte; f: fraca; m: média.

Tabela 25 - Atribui¢cdes das principais bandas de absor¢éo de acido micofendlico no infravermelho

Banda Intensidade Identificacdo

3414 f Deformacéo axial O-H do fenol

3300 a 2400 f Deformacao axial O-H do acido carboxilico

2930 f Deformacao axial C-H de alcano

1740 F Deformacao axial C=0 de y-lactona insaturada
1704 F Deformacao axial C=0 de éacido carboxilico
1622 m Deformacao axial C=C

1072 F Deformacao axial C-O-C

F: forte; f: fraca; m: média.

Tabela 26 - Atribuicdes das principais bandas de absor¢ao de micofenolato de sédio no infravermelho

Banda Intensidade Identificagéo
2926 f Deformacao axial C-H de alcano
1709 F Deformacao axial C=0
1615 m Deformacao axial C=C
1568 F Deformacao axial do ion carboxilato
1131 F Deformacao axial C-O-C

F: forte; f: fraca; m: média.

Todos o0s espectros possuem bandas acentuadas tipicas da presenca de

deformacdo axial C=0O. A presenca de insaturacdo na molécula, bem como

ressonancia e formacgao de ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares alteram a
frequéncia de absorcéo de C=0 (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

Para MSD verificou-se banda tinica em 1709 cm™. No espectro de MMF o sinal forte

nesta regido apresentou pequeno desdobramento em duas bandas: 1739 cm™ e
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1727 cm™, atribuidas, respectivamente, & presenca de y-lactona insaturada e éster
alifatico. Observou-se um desdobramento mais intenso para a molécula de MPA,
resultando nas bandas 1740 cm™ e 1704 cm™, atribuidas, respectivamente, a

presenca de y-lactona insaturada e ao acido carboxilico.

O espectro obtido para MMF matéria-prima apresenta bandas nos mesmos

comprimentos de onda e com as mesmas intensidades ao obtido para MMF SQR.

O espectro de MSD apresenta absorcéo caracteristica de deformacao assimétrica do
fon carboxilato (1568 cm™), cuja banda ndo esta presente no espectro de MPA. A
comparacao entre os dois espectros também permite a visualizacdo da banda de
deformac&o axial O-H do acido carboxilico (3300 a 2400 cm™) apenas no espectro
de MPA. A referida banda é fraca, larga e esta presente na mesma regido da

deformacéo axial C-H.

6.1.2.2 Espectrofotometria no ultravioleta

O espectro ultravioleta na faixa A 200 a 400 nm para MMF 25 pug/ml em HCI 0,1 mol/l
(Figura 16), MSD e MPA 18 pg/ml em tampao fosfato 0,05 mol/l pH 6,8 (Figuras 17 e

18) foram semelhantes.
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Figura 16 - Espectro ultravioleta de micofenolato de mofetila matéria-prima 25 pg/ml em
HCI 0,1 molll.
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Figura 17 - Espectro ultravioleta de micofenolato de sédio matéria-prima 18 pg/ml em tampéo fosfato
0,05 mol/l pH 6,8.
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Figura 18 - Espectro ultravioleta do padrdo de acido micofendlico 18 pg/ml em tampédo fosfato
0,05 mol/l pH 6,8.

Apesar de estruturalmente diferentes, os trés compostos apresentam 0 mesmo
grupo cromoforo. Os maximos de absorvancia ocorreram em A 214, 250 e 304 nm
para MMF e MSD. Os valores obtidos para MPA foram A 214, 250 e 305 nm.

6.1.2.3 ion sédio

Apenas a solucdo de MSD adquiriu coloracdo amarela intensa quando colocada na
zona redutora da chama. O teste de identificacdo de ion sodio foi positivo para MSD

e negativo para MMF.

6.1.3 Ensaios de pureza
6.1.3.1 Temperatura de fuséo

Realizaram-se 3 determinacfes da faixa de fusdo para MMF e MSD registrando o
inicio e o término da fusdo (Tabela 27). Os valores encontrados para MMF sdo
consistentes ao relatado por O'Neil (2006) (entre 93 °C e 94 °C). Para MSD, os
valores obtidos foram inferiores a faixa de 189 °C a 191 °C relatada por Wong (2008).

Tabela 27 - Determinacao da temperatura de fusdo de micofenolato de mofetila e micofenolato de
sédio matérias-primas.

Micofenolato de mofetila Micofenolato de sédio

Determinagéo - : : -
Faixa fusao (°C) Ponto médio (°C) Faixa fuséo (°C) Ponto médio (°C)

1 93,5-94,1 93,8 184,9 - 186,5 185,7
2 93,5-93,8 93,6 184,4 —184,9 184,6
3 93,5-94,2 93,8 185,7 - 187,3 186,5

Média 93,5-94,0 93,7 185,0 — 186,2 185,6
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6.1.3.2 Andlise térmica

As determinacdes dos efeitos termodinamicos sao indicativas de identidade e pureza
de farmacos. Os eventos endotérmicos e exotérmicos podem ser caracterizados pela
analise térmica diferencial enquanto os eventos de perda de massa séo visualizados
pela analise termogravimétrica. As perdas de massa observadas nas curvas TG
normalmente ocorrem pela liberacdo de solventes adsorvidos, solventes cristalizados
ou decomposicdo da amostra (THE UNITED STATES..., 2009).

As curvas DTA, TG e DTG para MMF, MSD e MPA obtidas por técnica simultanea

encontram-se ilustradas na Figura 19.

Para MMF observaram-se dois efeitos endotérmicos, sendo o primeiro em 97,1 °C e
0 segundo em 321,8 °C. O primeiro representa a fusdo do farmaco. A temperatura
de fusédo € préxima ao valor especificado (em torno de 96 °C) na Farmacopéia
Européia (2007). O segundo evento foi acompanhado por perda elevada de massa,
evidenciando a decomposi¢ao da amostra.

Na analise térmica de MSD observou-se a fusdo do farmaco em 189,8 °C seguida
por multiplos estagios de decomposicao. A temperatura de fusédo € coerente a faixa
de 189 °C a 191 °C relatada por Wong (2008). Nota-se também um evento
endotérmico com perda de 1,6% de massa em temperatura inferior a 100 °C, tipico

de perda de umidade e outras substancias volateis.

Nos resultados referentes ao MPA verificaram-se a fusdo do farmaco em 144,7 °C e
a decomposicéo a partir de 202,9 °C. Ambos os eventos foram acompanhados por
um pico endotérmico na curva DTA. A temperatura de fusdo nas condi¢cdes

analisadas foi superior aquela relatada por O'Neil (2006) (141 °C).
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Figura 19 - Curvas de andlise térmica diferencial derivada, termogravimetria e termogravimetria
derivada de (A) micofenolato de mofetila matéria-prima, (B) micofenolato de sédio matéria-prima e (C)
acido micofendlico padrao, obtidas por técnica simultdnea em fluxo de nitrogénio 50 ml/min e razao
de aquecimento 10 °C/min.
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6.1.3.3 Substancias relacionadas de micofenolato de mofetila matéria-prima

O cromatograma obtido com a solucdo de identificagdo de impurezas (solugao b)
esta ilustrado na Figura 20. A identificacdo dos picos, os tempos de retencdo
relativos, os espectros UV/DAD na faixa A 190 a 400 nm e o0s parametros
cromatograficos estdo apresentados na Tabela 28. A resolugcao entre os picos das
impurezas A e H foi de 3,12, atendendo ao critério de adequacdo do sistema
(minimo de 2,0).

DAD1A, Sig=250,4 Ref=360,100 (D:\2\DATA\15-08-08lPADRAODEGRAD PREVIA.D)

L)

FAH G B MMF D E

Figura 20 - Cromatograma da substancia quimica de referéncia de micofenolato de mofetila para
identificacdo de impurezas no ensaio de substancias relacionadas.

A determinacdo de substancias relacionadas na matéria-prima foi realizada de
acordo com o procedimento proposto na Farmacopéia Européia (2007). As areas
das impurezas encontradas foram comparadas a area obtida com solucédo diluida do

proprio farmaco (solucéo a).

Os cromatogramas obtidos para solucéo teste da matéria-prima (2,0 mg/ml) e para
solucéo (a) estaos ilustrados respectivamente na Figura 21 e Figura 22. Observa-se
a presenca de apenas uma substancia relacionada na matéria-prima (impureza F),

correspondente ao acido micofendlico.



Tabela 28 - Atribuicbes e parametros cromatograficos dos picos das impurezas de micofenolato de mofetila obtidos no cromatograma da solugao (b) do

método de substancias relacionadas.

Impureza F A H G B D E
OH CHs /cn o, o OH Ha. _ /cn u\/\l?f o\ OH /cH3 -
Estrutura Z on A @! . Q ° ey g -
molecular ocHs ° ocr, L,
CH, CH,
trr (min) 0,35 0,41 0,46 0,55 0,78 1,15 1,74
Espectro
UV/DAD
A 190-400 nm
Resolug&o - 3,92 3,12 4,58 9,87 451 13,07
Fator de 0,96 0,79 0,86 0,92 0,85 0,75 0,90
cauda
NITERE B2 10411 9052 9895 13155 12320 18772 15569

pratos
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Figura 21 -

substancias relacionadas.

Cromatograma obtido para solugcdo teste de MMF matéria-prima no ensaio de
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Figura 22 - Cromatograma obtido para solucéo (a) de MMF matéria-prima no ensaio de substancias

relacionadas.

A quantificacdo da impureza F nas trés determinacdes estdo apresentadas na

Tabela 29.

Tabela 29 - Quantificacao da impureza F na amostra de micofenolato de mofetila matéria-prima.

S Area Impureza F Area MMF na Raza9 entre as Quantificacao
DS na solucao teste solucdo a areas (%)
& & (Impureza/MMF)
1 22,90 15,53 1,47 0,15
2 25,57 16,60 1,54 0,15
3 23,47 17,70 1,33 0,13

A area da impureza F foi inferior a cinco vezes a area da solucéo diluida de MMF.

Sendo assim, a amostra cumpre com 0S requisitos propostos na Farmacopéia

Européia (2007) tanto em relacdo ao limite individual da impureza (méximo de 0,5%)

guanto ao limite total (méximo de 0,7%).
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6.1.3.4 Perda por dessecacao

O ensaio de perda por dessecagédo tem por objetivo determinar a quantidade de
substancia volatil de qualquer natureza eliminada nas condi¢cdes estabelecidadas.
(FARMACOPEIA..., 1988).

A perda por dessecacdo de MMF matéria-prima foi realizada a 60 °C sob vacuo
durante 5 horas e determinada a cada intervalo de hora. Os valores encontrados

estdo apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 - Porcentagens da perda por dessecacdo de micofenolato de mofetila matéria-prima, a
60 °C sob vacuo.

Tempo (h) 1 2 3 Média
1 0,00 0,04 0,00 0,01
2 0,02 0,04 0,00 0,02
3 0,02 0,04 0,00 0,02
4 0,04 0,04 0,05 0,04
5 0,05 0,05 0,05 0,05

A perda por dessecacdo de MMF matéria-prima foi inferior ao limite maximo de 0,5%

estabelecido na Farmacopéia Européia (2007).

Durante o processo de dessecacdo, acompanhou-se a estabilidade da amostra por
CLAE. O cromatograma da amostra dessecada durante 5 horas esta ilustrado na

Figura 23.

4] Impureza F

0 —

Figura 23 - Cromatograma representativo de micofenolato de mofetila matéria-prima dessecado
durante 5 horas a 60 °C sob vacuo, obtido nas condi¢des descritas em 5.1.3.3.
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A amostra ndo apresentou evidéncia de degradacdo durante o processo de
dessecacdo. Observou-se a presenca de apenas um pico de substancia relacionada
(impureza F), que se manteve constante e inferior ao limite de 0,5% (THE
EUROPEAN..., 2007) desde o inicio do procedimento.

A perda por dessecacdo de MSD matéria-prima foi realizada a 105 °C durante 5
horas e determinada a cada intervalo de hora. Os valores encontrados estéao
apresentados na Tabela 31.

Tabela 31 - Porcentagens de perda por dessecacdo de micofenolato de s6dio matéria-prima a
105 °C.

Tempo (h) 1 2 3 Média
1 1,86 1,52 1,85 1,74
2 1,87 1,57 1,86 1,77
3 1,88 1,61 1,86 1,78
4 1,87 1,68 1,85 1,80
5 1,88 1,71 1,87 1,82

O peso constante na dessecacdo € alcancado quando a diferenca entre duas
pesagens consecutivas nao for superior a 0,5 mg/g da quantidade amostrada, ou
seja, variacdo maxima de 0,05% (THE UNITED STATES..., 2009). A amostra atende

ao critério quando dessecada por duas horas a 105 °C.

A porcentagem de perda por dessecacao obtida para MSD matéria-prima € proxima
a porcentagem de perda de massa, em temperatura inferior a 100 °C, observada na
curva de TG para o farmaco (Figura 19 (B), secédo 6.1.3.2). Isso comprova que 0
evento endotérmico verificado na curva DTA anteriormente a fusdo do farmaco

refere-se a perda de substancias volateis presentes na amostra.

6.1.3.5 Cinzas sulfatadas

O ensaio de cinzas sulfatadas destina-se a determinacdo de impurezas inorganicas
contidas em substancias organicas (FARMACOPEIA..., 1988).
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O limite maximo estabelecido de residuos por incineracdo em MMF matéria-prima é
0,1% (THE EUROPEAN..., 2007). O residuo obtido na amostra foi desprezivel
(0,00%), indicando auséncia de impurezas inorganicas detectaveis.

6.1.3.6 Ensaio limite para metais pesados

O Método Il foi selecionado devido a limitagdo da solubilidade dos farmacos em
valores de pH entre 3,0 e 4,0, o que impede a obtencédo de uma solucéo limpida pelo
Método I.

As preparagcbes amostra de MMF e MSD apresentaram coloracdo de intensidade
préxima a coloracdo da preparacao padrdao a 10 ppm de chumbo. O limite maximo
para metais pesados em MMF matéria-prima é 20 ppm (THE EUROPEAN..., 2007).
Sugere-se o limite de 20 ppm para ser aplicado ao controle de qualidade de MSD

matéria-prima.

6.1.4 Determinagdo do teor de micofenolato de mofet ila por volumetria de
neutralizacdo em meio ndo aquoso (THE EUROPEAN..., 2007)

6.1.4.1 Precisao

Realizaram-se seis determinacdes do teor em trés dias de analises com analistas

diferentes. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 32.

A precisdo de um procedimento analitico indica o grau de concordancia entre séries
de determinacdes obtidas a partir de amostragens na mesma amostra homogénea e
em condicbes previamente estabelecidas. Utiliza-se como medida o coeficiente de
variacdo (CV) ou o DPR. A precisdo também pode ser expressa por meio do
intervalo de confianca da média (INTERNATIONAL... 2005; RIBANI et al., 2004).

A repetitividade foi avaliada pelo DPR entre seis determinacfes. Os valores de DPR
entre as determinac¢des nos trés dias de analises foram inferiores ao recomendado

na literatura consultada (2,0%).



Tabela 32 - Resultados da precisédo do método de doseamento de micofenolato de mofetila em matéria-prima por volumetria de neutralizagdo em meio nao

aquoso.

DIA1 DIA 2 DIA 3
Determ.
Massa MMF Volume Massa MMF Volume Massa MMF Volume
% % %
(mg) gasto (ml) (mg) gasto (ml) (mg) gasto (ml)

1 219,85 5,51 100,14 234,50 5,77 100,21 221,24 5,18 99,24

2 220,11 5,49 99,66 220,95 5,42 99,91 219,16 5,17 99,99

3 221,70 5,52 99,48 224,65 5,53 100,25 220,64 5,15 98,94

4 221,18 5,55 100,26 220,29 5,42 100,21 221,24 5,18 99,24

5 219,45 5,46 99,41 224,61 5,562 100,09 221,06 5,17 99,13

6 219,60 5,40 98,25 220,48 5,41 99,93 221,90 5,23 99,90
Fc 0,9217 0,9395 0,9778
Média (%) 99,53 100,10 99,41

DPR (%) 0,72 0,15 0,43
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A preciséo intermediaria foi verificada comparando-se os resultados obtidos nos trés

dias de analises utilizando Anova. Os resultados nas séries de determinagdes néo

foram diferentes (p > 0,05).

O método por volumetria de neutralizacdo em meio ndo aquoso foi preciso diante
das condi¢cdes avaliadas. Considerando a média das determinacdes (n = 18), a
amostra apresentou teor de MMF igual a (99,68 + 0,28)%. A matéria-prima foi

utilizada como padréo de trabalho de MMF nos experimentos subsequientes.

6.1.5 Determinacdo do teor de micofenolato de sodio por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

6.1.5.1 Determinagéo das condigBes cromatograficas

Os cromatogramas obtidos nas analises prévias de MSD utilizando as condi¢des
cromatograficas A, B e C (Tabela 7), estao ilustrados na Figura 24. Os respectivos

parametros de conformidade do sistema encontram-se descritos na Tabela 33.

é Condicao A
B Condicdo B
Condicdo C

=0

s0 —

T T T T T
[=] = <3 = = =]

Figura 24 - Cromatogramas de micofenolato de sédio matéria-prima obtidos em diferentes condi¢bes
de andlise (se¢do 5.1.5.1, Tabela 7).

Tabela 33 - Parametros de conformidade do sistema resultantes dos cromatogramas de micofenolato
de s6dio matéria-prima em diferentes condi¢cdes de andlise (se¢do 5.1.5.1, Tabela 7).

Condicdo tr (min) k T N
A 6.82 6,26 1.56 2736
B 4.33 3,51 1.56 2594
C 3.58 2,11 1.09 6089
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Observou-se a presenca de cauda nos picos de MSD obtidos nas condicdes A e B.
A troca da fase estacionaria Cig para Cg (Condicéo C) foi eficaz para a obtencdo de

um pico simétrico.

Substituiu-se o TFA da fase moével por acido fosférico. A mudanca nao alterou o
perfil cromatografico do farmaco. Sendo assim, optou-se pela fase mével com acido
fosférico devido ao menor custo do reagente. Adicionalmente a substituicdo,
diminuiu-se a porcentagem de solvente organico com o objetivo de melhorar o fator
de capacidade. O cromatograma resultante dessas alteracfes esta ilustrado na

Figura 25.
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Figura 25 - Cromatograma representativo da solugcdo de micofenolato de sddio matéria-prima
36 pg/ml em fase moével. CondicSes cromatograficas: metanol e acido fosférico 0,05% (55:45), fluxo
1,5 ml/min, coluna Cg a 30 °C e deteccdo em A 250 nm.

O pico de MSD apresentou tempo de retencao de 5,42 minutos, k = 3,58, T = 1,06 e
N = 6823. Os parametros de conformidade obtidos atenderam as especificacfes
adotadas (Tabela 8).

A solucdo de MSD 36 pg/ml em mistura de metanol e &cido fosforico 0,05% (55:45)
foi reinjetada apos 24 horas do preparo. Observou-se 0 surgimento de um pico em
9,3 minutos resultante da degradacdo do farmaco. A solugcdo na mesma
concentracdo utilizando metanol e agua (55:45) como diluente ndo apresentou

evidéncia de degradacao, conforme demonstrado na Figura 26.
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Figura 26 - Cromatogramas representativos das solugfes de micofenolato de sodio matéria-prima
36 pug/ml em mistura de metanol e acido fosférico 0,05% (55:45) e no diluente metanol e agua (55:45),
injetadas 24 horas ap6s o preparo. CondigGes cromatogréaficas: metanol e acido fosférico 0,05%
(55:45), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 30 °C e deteccdo em A 250 nm.

O método descrito por Wiwattanawongsa (2001) adaptado para coluna octilsilano,
fase movel constituida por metanol e acido fosforico 0,05% (55:45), temperatura do
forno mantida a 30 °C e uso de metanol e agua (55:45) como diluente da amostra foi
adequado para a analise de MSD em matéria-prima neste estudo.

6.1.5.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada frente as impurezas de degradacdo de MSD
provenientes da hidrélise acida, neutra e alcalina e exposicdo do farmaco a

temperatura, luz e umidade do ambiente durante um periodo de 120 dias.

Os cromatogramas resultantes da hidrélise de MSD em HCI 0,1 mol/l, agua e NaOH

0,1 mol/l sob refluxo por 60 minutos estao ilustrados na Figura 27

A estabilidade do farmaco em &gua foi superior quando comparada aos solventes
HCI 0,1 mol/l e NaOH 0,1 mol/l. Em todos os casos, as condi¢bes cromatogréficas
propostas foram capazes de separar adequadamente o farmaco das impurezas de

degradacéo por hidrélise.

A pureza do pico foi obtida com o auxilio do detector UV/DAD. Os valores
encontrados foram 99,97%, 99,99% e 99,95% para as condicbes A, B e C,

respectivamente.
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Figura 27 - Cromatogramas das solucdes de micofenolato de sédio matéria-prima apés hidrélise em
(A) HCI 0,1 mal/l, (B) agua e (C) NaOH 0,1 mol/l sob refluxo durante 60 minutos. Condi¢des
cromatograficas: metanol e acido fosférico 0,05% (55:45), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 30 °C e

deteccdo em A 250 nm.

Verificou-se que a matéria-prima adquiriu coloracdo levemente amarelada apés 120

dias de exposicado a temperatura, luz e umidade do ambiente. Entretanto, nao foi

evidenciado nenhum pico de impureza detectavel nas condicbes analisadas,

conforme cromatograma ilustrado na Figura 28.
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Figura 28 - Cromatograma da solucao de micofenolato de sédio 360 pug/ml preparada apds 120 dias
de exposicdo da matéria-prima a temperatura, luz e umidade do ambiente. Condi¢cdes
cromatograficas: metanol e acido fosférico 0,05% (55:45), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 30 °C e
deteccdo em A 250 nm.
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6.1.5.3 Linearidade

A curva analitica foi construida na faixa concentracdo de 15,78 a 63,14 pg/ml de
MSD, correspondente a faixa de 43,8 a 175,4% da concentragdo de trabalho.
Avaliaram-se a normalidade, a independéncia e a homoscedasticidade dos residuos,
o intercepto da curva, o coeficiente de correlacdo e o ajuste dos dados ao modelo de

regressao linear.

A regressao foi significativa e o valor do coeficiente de correlagédo encontrado foi de
0,9999, superior ao recomendado na literatura consultada (0,999). O intercepto foi
diferente de zero (p < 0,05). Embora significativamente diferente de zero, o valor do
intercepto foi inferior a 2% da resposta obtida a 100% da concentracdo de trabalho,
conforme recomendado por Green (1996).

Os residuos apresentaram distribuicdo normal e homoscedasticidade. O teste de
Durbin Watson néo foi conclusivo para independéncia dos residuos. Entretanto, os

dados ajustaram-se adequadamente ao modelo de regressao linear.

A curva analitica esta representada na Figura 29 e a analise estatistica demonstrada

no Apéndice B.
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Figura 29 - Curva analitica de micofenolato de sddio para avaliacdo da linearidade do método de
doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

6.1.5.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada a partir dos resultados de recuperacdo de quantidades de

padrdo incorporadas a matéria-prima nos niveis de 70%, 100% e 130% da
concentracdo de trabalho. Os valores de recuperacdo obtidos estdo apresentados

na Tabela 34.

Tabela 34 - Porcentagens de recuperacdo das quantidades do padrdao de acido micofendlico
incorporadas a matéria-prima de micofenolato de sddio para avaliacdo da exatiddo do método de
doseamento de micofenolato de sédio em matéria-prima por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Nivel (%) Concentracéo ( pg/ml) | Recuperacéo ( pg/ml) Recuperacéo (%)
25,34 100,56
70 25,2 25,61 101,63
25,38 100,71
35,68 99,11
100 36,0 35,65 99,03
36,08 100,22
46,47 99,29
130 46,8 46,80 100,00
46,78 99,96
Média (%) 100,06
DPR (%) 0,85
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A recuperacdo média obtida na faixa 70% a 130% da concentracdo de trabalho foi
de 100,06%. O resultado foi comparado ao valor tedrico (100%) utilizando estatistica
t (o = 0,05). O valor t experimental (0,20) foi inferior ao valor tabelado (2,31).

Portanto, ndo houve diferenca significativa entre a recuperacdo média e 100%.
6.1.5.5 Precisdo

Realizaram-se seis determinacdes do teor de MSD em trés dias de andlises. Os
cromatogramas representativos das solugdes amostra e padrao estéo ilustrados na

Figura 30. Os resultados de teor de MSD obtidos estédo apresentados na Tabela 35.
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Figura 30 - Cromatogramas das solucdes de acido micofendlico padréo (superior) e micofenolato de
sédio matéria-prima (inferior). Condi¢cdes cromatogréaficas: metanol e acido fosférico 0,05% (55:45),
fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 30 °C e detec¢do em A 250 nm.

A repetitividade foi avaliada pelo DPR entre as seis repeticfes diarias e a precisdo
intermediaria verificada pela comparacéo dos resultados obtidos entre os trés dias
de analises. Os valores de DPR nas determinacdes dos trés dias de analises foram
inferiores a 2,0%. Os resultados das séries de determinacbes ndo apresentaram

diferenca significativa (p > 0,05).
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Tabela 35 - Resultados da precisdo do método de doseamento de micofenolato de sédio em matéria-
prima por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Teor de micofenolato de sodio (%)
Amostra
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 99,26 100,42 100,34
2 99,05 100,34 99,24
3 98,78 100,66 99,80
4 99,39 99,60 99,43
5 100,08 100,73 99,75
6 99,98 99,50 100,48
Média (%) 99,42 100,21 99,84
DPR (%) 0,52 0,53 0,49

O meétodo foi preciso nas condicbes analisadas. Considerando a média das
determinacdes (n = 18), a amostra apresentou teor de MSD igual a (99,82 + 0,29)%.
A matéria-prima foi utilizada como padrdo de trabalho nos experimentos

subsequentes.

Injetou-se em quintuplicata a solu¢cdo padréo para verificar a adequacao do sistema.
O DPR dos valores de area foi inferior a 1,0%, conforme recomendado em U.S.
FOOD... (1994).

Tabela 36 - Resultado da injecdo, em quintuplicata, da solucdo padrao de acido micofendlico para
avaliacdo da adequacédo do sistema.

Concentracédo (ug/ml) tr (min) Area (n = 5) DPR (%)
36,0 5,42 930,55 0,08

6.1.5.6 Robustez

A robustez do método foi verificada modificando-se os parametros: temperatura do
forno, fluxo da fase mével e porcentagem de metanol na fase movel. Os resultados

das seis determinacdes do teor de MSD em cada condi¢cado encontram-se na Tabela 37.

A comparacao estatistica dos valores foi realizada por Anova. Verificou-se que nao
houve diferenca significativa entre os valores obtidos nas condi¢cOes testadas
(p > 0,05).
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Tabela 37 — Resultados das determinagdes do teor de micofenolato de sddio em matéria-prima para
verificacdo da robustez do método de doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Teor de micofenolato de sodio (%)
Amostras
Nominal 1 2 3 4 5 6
1 100,34 99,63 99,59 99,31 101,39 99,67 102,04
2 99,24 99,09 98,69 99,28 100,02 99,86 97,98
3 99,80 99,32 99,45 101,47 99,69 99,67 98,88
4 99,43 98,97 98,79 98,70 98,69 100,38 98,51
5 99,75 99,08 98,92 98,92 98,78 99,03 98,38
6 100,48 100,29 99,72 100,40 99,76 102,49 99,29
Média (%) 99,84 99,40 99,19 99,68 99,72 100,18 99,18
DPR (%) 0,49 0,50 0,45 1,06 0,98 1,21 1,48

6.1.5.7 Limites de deteccao e quantificacédo

Os limites de detec¢do e quantificacdo estimados a partir da curva analitica foram
0,30 pg/ml e 0,91 pg/ml, respectivamente. Os cromatogramas de MSD nestas
concentracOes apresentaram relacdes entre sinal e ruido superiores ao preconizado
por INTERNATIONAL... (2005).

As solucbes foram diluidas sucessivamente e injetadas no cromatégrafo até a
obtencdo da relacdo entre sinal e ruido préxima a 3 para o limite de deteccéo e
proxima a 10 para o limite de quantificacdo. O limite de deteccdo encontrado para
MSD foi de 0,015 pg/ml (Figura 31) e o limite de quantificagao igual a 0,038 pg/ml
(Figura 32).
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Figura 31 - Cromatograma da solucao de micofenolato de sddio matéria-prima 0,015 pg/ml.
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Figura 32 - Cromatograma da solucao de micofenolato de sddio matéria-prima 0,038 pg/ml.

6.2 Obtencéo, identificagdo e caracterizacdo de mic  ofenolato de mofetila a
partir da matriz de comprimido

6.2.1 Obtencéo de micofenolato de mofetila

Obteve-se um extrato cloroférmico concentrado, viscoso, de coloragcédo alaranjada e
com poucos cristais na parede interna do baldo de fundo redondo. Ao adicionar éter
de petréleo e promover agitacdo da mistura, formaram-se precipitados brancos que
se dispersaram no solvente e um aglomerado alaranjado que se concentrou no

fundo do balao.

As diferentes propriedades dos solventes sdo exploradas em estudos de
cristalizacdo de substancias. A alteracdo da interacdo entre soluto e solvente é
capaz de influenciar um processo de cristalizacao (GU et al., 2004).

O éter de petréleo € um solvente constituido de mistura de hidrocarbonetos cuja
polaridade do solvente é mais baixa, (momento dipolo = 0,00 e constante dielétrica =
1,88) em comparacao ao cloroformio (momento dipolo = 1,04 e constante dielétrica =
4,71). Essa diferenca foi suficiente para promover a cristalizacdo de MMF quando o

éter de petroleo foi adicionado ao concentrado cloroformico (GU et al., 2004).

Os cristais brancos em suspenséao organica foram transferidos cuidadosamente para
um recipiente previamente pesado e deixados a temperatura ambiente até a
evaporacao do solvente. A massa do residuo obtida foi 341,3 mg, correspondente ao
rendimento de 34,13% em relacdo a quantidade teorica de 1000 mg MMF presente

nos dois comprimidos submetidos ao processo de extracao.
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6.2.2 ldentificacdo e caracterizacdo do residuo
6.2.2.1 Temperatura de fuséo

Realizaram-se trés determinacdes da temperatura de fusdo do residuo,
considerando a faixa do inicio e término da fusdo. Os resultados estao apresentados
na Tabela 38.

Tabela 38 - Determinagéo da temperatura de fusdo do residuo de micofenolato de mofetila.

Determinacao Faixa fuséo (°C) Ponto médio (°C)
1 93,5-94,9 94,2
2 93,4 -94,3 93,8
3 93,4 -93,9 93,6
Média 93,4-94.4 93,9

Os valores encontrados sao consistentes com aqueles obtidos para MMF matéria-
prima e o relatado na literatura (secéo 6.1.3.1).

6.2.2.2 Espectrofotometria no infravermelho

O espectro infravermelho (Figura 33) apresentou bandas nos mesmos numeros de
onda e com as mesmas intensidades ao obtido para MMF SQR. As atribuicbes das

principais bandas estéo relacionadas na Tabela 24 (secéo 6.1.2.1).
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Figura 33 - Espectro infravermelho do residuo de micofenolato de mofetila.
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6.2.2.3 Espectrofotometria no ultravioleta

O espectro ultravioleta do residuo 25 pg/ml em HCI 0,1 mol/l foi obtido na faixa A 200
a 400 nm. Os maximos de absorvancia ocorreram em A 214 nm, 250 nm e 304 nm,

idénticos aos obtidos para matéria-prima (se¢éo 6.1.2.2).

Absorbance (AU)

7 I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I
200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength (nm)

Figura 34 - Espectro ultravioleta do residuo de micofenolato de mofetila 25 pg/ml em HCI 0,1 mol/l.

6.2.2.4 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
carbono 13 (RMN C)

Os sinais obtidos para o residuo sédo coerentes com a estrutura de MMF. O espectro
RMN 'H encontra-se ilustrado na Figura 35 e as respectivas atribuicdes dos sinais
na Tabela 39. O espectro RMN *3C esta representado na Figura 36 e as atribuicdes
dos sinais na Tabela 40.

Os espectros auxiliares de DEPT, HMQC e HMBC estdo representados nos
Apéndices C a E. Com o espectro de DEPT é possivel distinguir os grupos CH,
(picos para baixo) dos grupos CH e CHj; (picos para cima). No espectro de HMQC
observam-se os acoplamentos entre hidrogénio e carbono que participam da mesma
ligacdo, enquanto no espectro de HMBC visualizam-se os acoplamentos de duas ou
mais ligacoes (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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Figura 35 - Espectro RMN H (CDCl3, 400 MHz) do residuo de micofenolato de mofetila.

Tabela 39 - Atribuicdo dos sinais do espectro RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) do residuo de micofenolato

de mofetila.
5 Multiplicidade h'\l'é‘rrgge;?"gg Atribuicio J (H2)

5,24-5,19 m 3 H-2 e H-10 ;
4,15 : 2 H-16 J1617= 5,8
3,78 s 3 H-21 ;
3,70 : 4 H-19 ;
3,38 d 2 H-9 Jo10= 6,8
2,59 t 2 H-17 J1716=5,8

2,52-2,51 m 4 H-18 i

2,43-2,42 m 2 H-13 i
2,30 t 2 H-14 J1415= 7.6
2,15 s 3 H-20 i
1,80 s 3 H-12 ;

d: dupleto, m: multipleto, s: simpleto, t: tripleto; J: constante de acoplamento.
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Figura 36 - Espectro RMN 3¢ (CDCl3, 100 MHz) do residuo de micofenolato de mofetila.

Tabela 40 - Atribuicio dos sinais do espectro RMN **C (CDCl,;, 100 MHz) do residuo de micofenolato
de mofetila.

é Atribuicao

173,20 C-15

172,81 C-1

163,64 C-5

153,69 C-7

133,99 C-aromatico
122,87 C-10

122,21 C-aromatico
116,65 C-aromatico
106,42 C-aromatico
69,96 C-2

66,83 C-19

61,64 C-16

61,02 C-21

57,05 C-17

53,91 C-18

34,65 C-13

33,03 C-14

22,67 C-9

16,10 C-12

11,55 C-20
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6.2.2.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para verificar a pureza do residuo, realizou-se o ensaio de substancias relacionadas
proposto na Farmacopéia Européia (2007). O cromatograma representativo da
solucéo teste do residuo esta ilustrado na Figura 37.
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Figura 37 - Cromatograma da solucao teste do residuo de micofenolato de mofetila obtido no ensaio
de substancias relacionadas.

Detectou-se a presenca de apenas uma substancia relacionada (impureza F).
Determinou-se a porcentagem da impureza F presente no residuo pela comparacéo
entre a resposta analitica da impureza, em solucdo a 2 mg/ml do residuo, e a

resposta do principal pico obtido com a solucéo diluida do residuo (2 pug/ml).

Tabela 41 - Quantificacdo da impureza F no residuo de micofenolato de mofetila.

. Area Impureza F Area MMF na R Quantificag&o
BRI na solucéo teste solugéo a areas (%)
& ¢ (Impureza/MMF)
1 11,07 18,00 0,62 0,06
2 10,50 18,33 0,57 0,06
3 11,00 21,07 0,52 0,05

A area da impureza F foi inferior a cinco vezes a area da solugéo diluida de MMF.
Apesar do baixo rendimento da extracdo, o residuo apresentou nivel da impureza
inferior ao limite de 0,5%, conforme preconizado para MMF matéria-prima na
Farmacopéia Européia (2007).
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6.3 Controle de qualidade de micofenolato de mofeti la e micofenolato de
sédio comprimidos

6.3.1 Identificacao

Os cromatogramas obtidos para solucdes de MMF SQR, CellCept® e medicamento
genérico estao ilustrados na Figura 38. O pico principal obtido nos cromatogramas
das amostras possui 0 mesmo tempo de retencdo daquele observado para a

solucéo padréo.
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Figura 38 - Cromatograma da solucao de (A) micofenolato de mofetila SQR e das solu¢ées amostra
de (B) CellCept® e (C) medicamento genérico nas condicdes cromatograficas descritas em 5.3.6.

O tempo de retencdo do pico obtido no cromatograma da solugdo amostra de
Myfortic® foi semelhante aquele obtido para solucdo padrdo de MPA (Figura 39). A
solucdo amostra respondeu positivamente a presenca de ion sodio, evidenciada
pela coloracdo amarela intensa sob a chama. O teste foi negativo para o placebo

preparado nas mesmas condic¢des.
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Figura 39 - Cromatograma das solu¢cdes de acido micofendlico padrdo (superior) e amostra de
Myfortic® (inferior) nas condicdes cromatogréaficas descritas em 5.1.5.

6.3.2 Determinacédo de peso

Os resultados da determinacéo de peso para CellCept®, medicamento genérico de
MMF e Myfortic® estdo apresentados na Tabela 42. O limite de variacdo permitido
para os produtos é + 5,0% (FARMACOPEIA..., 1988). As amostras cumpriram com

0S requisitos do teste.

Tabela 42 - Resultados da determinacdo de peso para comprimidos de CellCept®, medicamento
genérico de micofenolato de mofetila e Myfortic®.

Produto Peso médio (mg) Menor variacdo Maior variacéo

n=20 observada (%) observada (%)
CellCept® 847,53 -1,38 1,67
Genérico MMF 843,89 -1,45 0,74
Myfortic® 698,31 -2,90 3,57

6.3.3 Determinacéo de resisténcia mecanica
6.3.3.1 Dureza

Os valores obtidos no teste de dureza estdo apresentados na Tabela 43. Os
comprimidos apresentaram resisténcia supeior a 30 N, de acordo com o

recomendado pela Farmacopéia Brasileira (1988).
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Tabela 43 - Resultados do teste de dureza dos comprimidos de CeIICept®, medicamento genérico de
micofenolato de mofetila e Myfortic®.

Produto Valor médio (N) Menor valor Maior valor
n =10 observado (N) observado (N)
CellCept® 228,6 213 246
MMF Genérico 309,1 267 336
Myfortic® 475,8 323 501

6.3.3.2 Friabilidade

A friabilidade dos produtos foram despreziveis (0,00%) nas condigbes analisadas.
Todas as amostras apresentaram resisténcia mecanica aceitavel em relagdo ao

preconizado na Farmacopéia Brasileira (1988).

6.3.4 Teste de desintegracéo

O teste de desintegracdo para comprimidos de MMF foi realizado utilizando agua
como liquido de imersdo. Todas as unidades de CellCept® e do medicamento
genérico de MMF apresentaram-se completamente desintegradas em 30 minutos.

A andlise de Myfortic® foi realizada utilizando os meios HCI 0,1 mol/l e tamp&o
fosfato pH 6,8. Apds 60 minutos em HCI 0,1 mol/l, todas as unidades permaneceram
integras e sem indicios de amolecimento ou rachadura na superficie. Entretanto,
ocorreu a desintegracdo completa na imersao em tampéao fosfato pH 6,8, atendendo

as especificacbes farmacopéicas.

6.3.5 Determinacdo do teor de micofenolato de mofet ila por
espectrofotometria no ultravioleta

6.3.5.1 Seletividade

Os espectros das solugdes placebo e padrao, obtidos na faixa A 200 a 400 nm, est&o
ilustrados na Figura 40. A absor¢cdo do placebo em A 250 nm (0,0015) foi inferior a
0,5% da leitura obtida para MMF a 100% da concentracao de trabalho (0,5300).
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Figura 40 - Sobreposicdo dos espectros de absorcédo na faixa A 200 a 400 nm das solu¢bes placebo
e amostra de micofenolato de mofetila 25 pyg/ml em HCI 0,1 mol/l.

6.3.5.2 Linearidade

A curva analitica obtida na faixa 5,18 a 51,80 pg/ml esta representada na Figura 41

e a andlise estatistica demonstrada no Apéndice F.
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Figura 41 - Curva analitica de micofenolato de mofetila para avaliagcao da linearidade do método de
doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

A regressao foi significativa e o intercepto néo foi diferente de zero (p > 0,05). O
valor do coeficiente de correlagdo encontrado foi de 0,9999, superior ao
recomendado na literatura consultada. Os residuos apresentaram distribuicao
normal, independéncia e homoscedasticidade. Os dados ajustaram-se

adequadamente ao modelo de regresséo linear.
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6.3.5.3 Exatidao

A exatidao foi verificada a partir dos resultados de recuperagéo de quantidades de
MMF incorporadas ao placebo nos niveis de 70%, 100% e 130% da concentracao

de trabalho. Os valores de recuperacao obtidos estédo apresentados na Tabela 44.

A recuperacdo média obtida na faixa 70% a 130% da concentracdo de trabalho foi
de 99,28%. O resultado foi comparado ao valor tedrico (100%) utilizando a
estatistica t (o« = 0,05). O valor t experimental (4,13) foi superior ao valor tabelado

(2,31), evidenciando diferenca significativa entre a recuperacdo média e 100%.

Entretanto, de acordo com Green (1996), o critério de aceitacdo normalmente
utiizado para exatiddo de um método de doseamento é a recuperacao
compreendida entre (100 + 2)% em cada nivel de concentracdo. Os valores
experimentais nos trés niveis de concentracdo estdo compreendidos no intervalo

especificado.

Tabela 44 - Porcentagens de recuperacdo das quantidades de micofenolato de mofetila incorporadas
ao placebo para avaliacdo da exatiddo do método de doseamento de micofenolato de mofetila em
comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

Nivel (%) Concentracéo ( pg/ml) | Recuperacao ( pg/ml) Recuperacéo (%)

17,41 99,49

70 17,5 17,46 99,77
17,54 100,23

24,78 99,12

100 25,0 24,77 99,08
24,72 98,88

32,16 98,95

130 32,5 32,06 98,65
32,28 99,32

Média (%) 99,28

DPR (%) 0,49

6.3.5.4 Precisao

Realizaram-se seis determinacdes do teor em trés dias de analises com analistas

diferentes. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 45.
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Tabela 45 - Resultados da determinacdo do teor de micofenolato de mofetila em CeIICept® para
avaliacdo da precisdo do método de doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

Teor de micofenolato de mofetila (%)
Amostra
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 99,13 101,38 98,88
2 99,02 100,35 99,62
3 98,57 99,95 99,34
4 99,08 99,41 98,96
5 99,30 99,30 98,02
6 99,54 98,87 100,66
Média (%) 99,11 99,88 99,25
DPR (%) 0,33 0,90 0,89

Os valores de DPR nas determinacdes dos trés dias de analises foram inferiores a
2,0% e os resultados nas séries de determinagfes ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05). Considerando a média das determinacdes (n = 18), a

amostra apresentou teor de MMF igual a (99,41 = 0,39)%.

6.3.5.5 Robustez

Os resultados referentes as determinacdes de MMF em CellCept® utilizando
espectrofotdmetros distintos estdo apresentados na Tabela 46.

Tabela 46 - Resultados das determinagBes do teor de micofenolato de mofetila em CeIICept® em
equipamentos distintos para verificacdo da robustez do método de doseamento por
espectrofotometria no ultravioleta.

Teor de micofenolato de mofetila (%)
Amostra
HP 8453 Shimadzu UV-1800

1 99,66 99,50

2 99,94 99,73

3 99,17 99,03

4 99,21 99,12

5 99,78 99,90

6 99,22 99,16
Média (%) 99,50 99,41
DPR (%) 0,34 0,36
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Os valores obtidos nas duas condi¢cdes foram comparados utilizando a estatistica t
(o = 0,05). O valor t experimental (1,91) foi inferior ao valor tabelado (2,57). Portanto,

nao houve diferenca nos valores obtidos entre as duas condi¢des.

6.3.5.6 Limites de deteccao e quantificacédo

Os limites de deteccao e quantificacdo foram estimados a partir da curva analitica.
Os valores encontrados foram 0,32 pg/ml para deteccdo e 0,97 pg/ml para

quantificagéo.

6.3.6 Determinacdo do teor de micofenolato de mofet ila por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

6.3.6.1 Determinacao das condi¢bes cromatograficas

O comportamento da eluicdo de MMF e MPA foi estudado em diferentes valores de
pH da fase movel. Na Figura 42 estdo representados graficamente os tempos de
retencdo dos compostos em fungéo dos valores de pH da solucéo de TEA 0,3%.
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Figura 42 - Variagdes no tempo de retengcdo de micofenolato de mofetila e acido micofendlico em
funcao do pH da solucdo de trietilamina 0,3%. Condi¢cdes cromatogréficas: acetonitrila e trietilamina
0,3% (35:65), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 45 °C e deteccdo em A 250 nm.

O aumento da concentracao hidrogeniénica na fase movel resultou em diminuicédo

no tempo de retencdo de MMF, sendo que as maiores variagcdes foram observadas
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entre os valores de pH 4,0 e 5,5. Efeito contrario foi observado para MPA, sendo as

maiores variagdes obtidas entre os valores de pH 3,5 e 6,0.

A reducao do pH na fase movel favoreceu a ionizagdo do grupo amina de MMF e a
forma nédo dissociada do grupo &cido carboxilico de MPA. A ionizacdo do grupo
amina diminuiu a hidrofobicidade de MMF, tornando-o menos retido na fase
estacionaria. A forma ndo dissociada do acido carboxilico em MPA propiciou o
aumento da hidrofobicidade da molécula, resultando em uma maior interacdo com a

fase estacionaria.

Em vista aos resultados, elegeu-se a fase mével de pH 3,0 como ideal para a anélise
simultanea de MMF e MPA. A fase movel com pH 3,0 permitiu a separacdo dos
picos e as variacdes no tempo de retencdo nao foram intensas em valores préximos

desse pH.

Para aumentar o fator de retencédo de MMF (k = 1,4) diminuiu-se 5% do componente
organico da fase movel. Com a nova mistura (ACN e TEA 0,3%, 30:70) obteve-se

k = 3,75 para o pico de MMF, atendendo a especificacdo descrita na Tabela 8.

Em seguida, avaliou-se a presenca de TEA em diferentes concentracdes na fase
movel. Utilizaram-se 0s seguintes componentes aquosos na fase movel: tampéao
fosfato de aménio monobasico 25 mmol/l, TEA 0,3%, TEA 0,5%, TEA 0,7% e TEA
1,0%. Em todos o0s casos ajustou-se o pH para 3,0 com acido fosférico. Os
cromatogramas obtidos para cada situacdo estao representados na Figura 43.

O uso de tampao fosfato de aménio na fase movel resultou em um aumento no
tempo de retencdo de MMF e obtencdo de um pico assimétrico e com cauda. Esses
efeitos sdo tipicos quando ocorre interacdo de compostos basicos com grupos

silandis da coluna.

A presenca de TEA na fase movel reduziu os efeitos dos grupos silandis, resultando
em picos mais estreitos e simétricos. Na Tabela 47 estdo relacionados os valores de
tempo de retencéo, fator de capacidade, fator de cauda e niumero de pratos para o

pico de MMF na eluicdo com os diversos componentes aquosos da fase mével. O
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uso de TEA 1% foi o mais indicado para a analise quantitativa de MMF nas

condi¢cBes adotadas, uma vez que forneceu um pico simétrico sem cauda.
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Figura 43 - Cromatogramas de micofenolato de mofetila obtidos em diferentes condicbes de analise
(secado 5.3.6.1).

Tabela 47 - Parametros de conformidade do sistema resultantes dos cromatogramas de micofenolato
de sddio em diferentes condi¢cBes de analise (se¢do 5.3.6.1).

Condicao tr (min) k T N
Tampéo fosfato de ambnio 12,06 6,54 1,97 4224
TEA 0,3% 7,51 3,72 1,32 3718
TEA 0,5% 6,53 3,11 1,30 3682
TEA 0,7% 5,99 2,77 1,25 2261
TEA 1,0% 5,59 2,59 0,95 2444

Cabe ressaltar que a presenca e a atividade dos grupos silanois variam conforme a
fase estacionaria utilizada. As fases a base de silica hibrida, as que possuem grupos
polares embutidos e as quimicamente ligadas através da reacdo de capeamento
oferecem melhor separacdo aos compostos basicos. Mesmo assim, a presenca de
grupos silanais residuais é inevitavel (SILVA et al., 2004).
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6.3.6.2 Seletividade

Os cromatogramas das solucdes placebo e padrdo encontram-se sobrepostos na
Figura 44. Observa-se que o0s excipientes da formulacdo n&o apresentaram

interferéncia no cromatograma do padréao.

AT

5o | __ Padréo

--------- Placebo

Figura 44 - Cromatogramas das solucbes placebo e padrdo de micofenolato de mofetila. Condicfes
cromatograficas: acetonitrila e trietilamina 1% pH 3,0 (30:70), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 45 °C e
deteccdo em A 250 nm.

N&o foi observada modificagdo no aspecto da matéria-prima apés 120 dias de
exposicdo a teperatura, luz e umidade do ambiente. Entretanto, verificou-se a

presenca de MPA pela analise cromatografica (Figura 45).

MMF

25 ] MPA
Figura 45 - Cromatograma da solugcao de micofenolato de mofetila 500 pg/ml preparada apos 120
dias de exposicdo do farmaco a temperatura, luz e umidade do ambiente. Condi¢cdes cromatograficas:

acetonitrila e trietilamina 1% pH 3,0 (30:70), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 45 °C e deteccao em
A 250 nm.

Procedeu-se a hidrélise do farmaco em HCI 0,1 mol/l sob refluxo. A degradacéo foi
acompanhada com medi¢des da area do pico de MMF e dos principais produtos
detectaveis no intervalo de tempo de 0 a 120 minutos. Os cromatogramas
representativos da hidrdlise estdo ilustrados na Figura 46 e as areas dos picos

representadas graficamente na Figura 47.
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Figura 46 - Cromatogramas representativos da hidrélise de micofenolato de mofetila em HCI 0,1 mol/l
sob refluxo nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. CondicGes cromatograficas: acetonitrila e
trietilamina 1% pH 3,0 (30:70), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 45 °C e detec¢do em A 250 nm.
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Figura 47 - Porcentagens relativas das areas do pico de micofenolato de mofetila e de seus produtos
de degradacdo provenientes dos cromatogramas da hidrélise em HCI 0,1 mol/l sob refluxo durante
120 minutos.

Em 30 minutos observa-se a formagdo de trés produtos de degradacado: dois
produtos ndo caracterizados nos tempos de retencao de 7,9 minutos e 11,9 minutos,
e 0 MPA, em tempo de retencéo de 13,9 minutos. A formacédo de MPA estabilizou-se
em 60 minutos e apresentou reducdo apos 90 minutos. Os outros produtos

apresentaram formacao continua durante o procedimento.

O pico de MMF apresentou pureza de 99,89% e resolucéo de 2,5 em relacdo ao pico
adjacente apos 2 horas de refluxo. O método foi seletivo para MMF e capaz de

separar 0s principais produtos de degradacao por hidrolise acida.

A hidrolise de MPA em HCI 0,1 mol/l, sob refluxo durante 60 minutos, resultou no
cromatograma ilustrado na Figura 48. Percebe-se a formacéo dos dois produtos de
degradacao néo identificados na hidrdlise de MMF (7,9 min e 11,9 min). Em vista
aos resultados, ha evidéncia de que MMF degrada-se inicialmente em MPA e os
produtos de degradacao originados nos tempos de retencdo de 7,9 minutos e

11,9 minutos séo provenientes da reacao de hidrdlise acida de MPA.
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Figura 48 - Cromatograma representativo da hidrélise do acido micofendélico em HCI 0,1 mol/l sob
refluxo durante 60 minutos. Condigbes cromatogréficas: acetonitrila e trietilamina 1% pH 3,0 (30:70),
fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 45 °C e detec¢do em A 250 nm.

6.3.6.3 Linearidade

A curva analitica obtida na faixa 22,14 a 88,58 ug/ml esta representada na Figura 49

e a andlise estatistica demonstrada no Apéndice G.
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Figura 49 - Curva analitica de micofenolato de mofetila para avaliagcao da linearidade do método de
doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A regressao foi significativa e o intercepto nao foi diferente de zero (p > 0,05). O
valor do coeficiente de correlagdo encontrado foi proximo de 1, indicando a
existéncia de correlacdo linear entre a concentracdo e os valores de area. Os
residuos apresentaram distribuicdo normal, independéncia e homoscedasticidade.

Os dados ajustaram-se adequadamente ao modelo de regressao.
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6.3.6.4 Exatidao

Os valores de recuperacdo de MMF obtidos nos niveis de 70% a 130% da

concentracao de trabalho estdo apresentados na Tabela 48.

Tabela 48 - Porcentagens de recuperacdo das quantidades de micofenolato de mofetila incorporadas
ao placebo para avaliacdo da exatiddo do método de doseamento de micofenolato de mofetila em
comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Nivel (%) Concentracédo ( pg/ml) Recuperacéo ( pg/ml) Média (%)
35,08 100,23
70 35,0 35,16 100,46
34,85 99,57
49,28 98,56
100 50,0 49,35 98,70
49,67 99,34
65,85 101,31
130 65,0 64,93 99,89
64,64 99,45
Média (%) 99,72
DPR (%) 0,87

A recuperacdo média obtida na faixa 70% a 130% da concentracdo de trabalho foi
de 99,72%. O resultado foi comparado ao valor tedrico (100%) utilizando a
estatistica t (o = 0,05). O valor t experimental (0,96) foi inferior ao valor tabelado
(2,31). Portanto, ndo houve diferenca significativa entre a recuperacdo média e
100%.

6.3.6.5 Precisao

Realizaram-se seis determinacdes de MMF em CellCept® em trés dias de anélises

com analistas diferentes. Os resultados encontram-se na Tabela 49.

Os valores de DPR nas determinagfes dos trés dias de analises foram inferiores ao
a 2,0% e as médias dos resultados obtidos nos trés dias de andlises né&o
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). Considerando a média das

determinacdes (n = 18), a amostra apresentou teor de MMF igual a (99,73 + 0,41)%.
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Tabela 49 - Resultados da determinacdo do teor de micofenolato de mofetila em CeIICept® para
avaliacdo da precisdo do método de doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Teor de micofenolato de mofetila (%)
Amostra
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 98,78 99,03 100,37
2 98,85 99,25 100,23
3 99,28 98,84 100,73
4 100,37 98,90 99,58
5 100,91 100,45 100,88
6 100,86 98,08 99,66
Média (%) 99,84 99,09 100,24
DPR (%) 0,99 0,78 0,53

A injecdo em quintuplicata da solugcdo padrdo apresentou valor de DPR inferior a
1,0%, estando de acordo com o recomendado em U.S. FOOD... (1994).

Tabela 50 - Resultado da injecdo, em quintuplicata, da solucdo padrdo de micofenolato de mofetila

para avaliacdo da adequacéao do sistema.

Concentracéo (pg/ml)

tr (min)

Area (n = 5)

DPR (%)

50,0

5,59

957,49

0,07

6.3.6.6 Robustez

A robustez do método foi verificada modificando-se os parametros: pH da solugéo de
TEA, temperatura do forno, fluxo da fase movel e proporcado de acetonitrila na fase
mével. Os resultados das seis determinacdes do teor de MMF em CellCept® em

cada condicdo encontram-se na Tabela 51.

As médias nas diferentes condi¢bes foram proximas entre si. Verificou-se nao haver

diferenca significativa entre os valores obtidos nas condi¢cdes testadas (p > 0,05).
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Tabela 51 - Resultado das determinagBes do teor de micofenolato de mofetila em CeIICept® para
verificacdo da robustez do método de doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Teor de micofenolato de mofetila (%)

Amostra
Nominal 1 2 3 4 5 6 7 8

1 99,03 98,44 98,46 98,43 98,64 98,32 98,38 98,28 98,35
2 99,25 99,09 99,24 99,07 99,12 99,06 99,07 98,89 99,07
3 98,84 98,57 98,64 98,58 98,85 98,83 98,84 98,70 98,85
4
5

98,90 98,79 98,86 98,73 98,91 98,63 98,64 98,56 98,64
100,45 | 97,43 100,25 | 100,22 | 100,36 | 100,38 | 100,29 | 99,98 100,17

6 98,08 98,01 98,23 97,75 97,97 97,74 97,82 97,58 97,71

M(%/(:)Ia 99,09 98,39 98,95 98,80 98,97 98,83 98,84 98,67 98,80
DPR

(%) 0,78 0,60 0,73 0,83 0,80 0,90 0,84 0,80 0,83

6.3.6.7 Limites de deteccao e quantificagéo

Os limites de deteccédo e quantificacdo estimados a partir da curva analitica foram
0,58 ug/ml e 1,77 pg/ml, respectivamente. Os cromatogramas de MMF nestas
concentragfes apresentaram relacdes entre sinal e ruido superiores ao preconizado
em INTERNATIONAL... (2005).

As solucbes foram diluidas e injetadas no cromatografo até a obtencdo da relacéo
entre sinal e ruido proxima a 3 para o limite de deteccédo e proxima a 10 para o limite
de quantificacdo. O limite de deteccdo encontrado para MMF foi de 0,1 pg/ml

(Figura 50) e o limite de quantificacéo igual a 0,3 pg/ml (Figura 51).
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Figura 50 - Cromatograma da solucao de micofenolato de mofetila 0,1 pug/ml.
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Figura 51 - Cromatograma da solucao de micofenolato de mofetila 0,3 pug/mil.

6.3.6.8 Estabilidade em solucéo

A estabilidade de MMF na fase movel foi verificada injetando uma solugdo de MMF
50 pug/ml nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas apds o preparo. Os valores das areas dos

picos referentes ao farmaco estdo apresentados graficamente na Figura 52.
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Figura 52 - Valores das areas do pico de MMF obtidos pela injecao de solugdo a 50 pg/ml em fase
movel nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas apés o0 preparo.

Green (1996) sugere como critério de estabilidade o limite de variacdo de + 2% em
relacdo a resposta obtida em preparacdes recentes. As variacbes de area, em

relacdo ao tempo inicial (to), foram inferiores ao recomendado.
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6.3.7 Comparagcdo entre os métodos de determinacdo d e micofenolato de
mofetila em comprimidos

A comparacdo entre o método por CLAE e por espectrofotometria no ultravioleta foi
realizada utilizando os resultados da determinacdo do teor de MMF em CellCept®
obtidos na preciséo (Tabelas 45 e 49).

O valor de F experimental (1,28) foi inferior ao tabelado (2,67) em o = 0,05. Portanto,

ndo houve diferenga significativa entre as variancias obtidas nos métodos.

Para a comparacao entre as meédias, aplicou-se o teste t de dados independentes e
variancias homogéneas. O valor de t experimental (1,13) também foi inferior ao
tabelado (2,03) em a = 0,05, demonstrando néo existir diferencga significativa entre os

valores médios obtidos nos métodos.

Os dois métodos apresentaram precisao e exatidao equivalentes para o doseamento
de MMF em comprimidos. Ambos demonstraram linearidade e robustez nas
condicbes avaliadas. O método por CLAE foi seletivo em relacdo a principal
impureza (MPA) e demais produtos de degradacdo por hidrolise &cida. O método
espectrofotométrico ndo é seletivo para MPA, pois a impureza apresenta 0 mesmo

grupo cromoforo de MMF.

6.3.8 Doseamento de micofenolato de mofetila no med icamento genérico

Os resultados do teor de MMF no medicamento genérico pelos métodos
espectrofotométrico e cromatografico estdo apresentados na Tabela 52. Os teores
encontrados foram préximos aqueles obtidos para o medicamento referéncia em

ambos 0s métodos.



150

Tabela 52 - Resultados das determinacdes do teor de micofenolato de mofetila no medicamento
genérico, utilizando os métodos de doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia e

espectrofotometria no ultravioleta.

Teor de micofenolato de mofetila (%)
Amostra
CLAE uv
1 99,20 98,27
2 98,69 97,69
3 96,86 98,60
4 97,08 98,86
5 99,74 99,36
6 99,72 101,28
Média (%) 98,55 99,01
DPR (%) 1,30 1,26

6.3.9 Uniformidade de doses unitarias de comprimido

mofetila

s de micofenolato de

A uniformidade de doses unitarias foi realizada pelo método de uniformidade de

contetido. Os valores individuais do teor de MMF em CellCept® e no medicamento

genérico estdo apresentados na Tabela 53. Todas as unidades apresentaram teor

entre 85,0% e 115,0% e o DPR das determinacgdes foi inferior a 6,0%. As amostras

cumpriram com as especificacdes farmacopéicas (FARMACOPEIA..., 1996).

Tabela 53 - Resultados das determinacBes do teor de micofenolato de mofetila obtidos no teste de
uniformidade de contelido dos comprimidos de CellCept® e medicamento genérico, utilizando o

método de doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

Teor de micofenolato de mofetila (%)
Unidade ® —
CellCept Geneérico MMF
1 101,74 98,54
2 101,58 99,76
3 98,06 100,02
4 100,08 98,86
5 101,64 100,26
6 100,97 100,69
7 99,24 101,17
8 100,83 101,43
9 99,72 102,69
10 101,19 99,42
Média (%) 100,50 100,28
DPR (%) 1,20 1,25
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6.3.10 Determinacao do teor de micofenolato de sédi o por espectrofotometria
no ultravioleta

6.3.10.1 Seletividade

Os espectros das solucdes placebo e MSD na faixa A 200 a 400 nm estao ilustrados
na Figura 53. A absorcéo do placebo em A 250 nm (0,0012) foi inferior a 0,5% da
leitura obtida para MSD a 100% da concentracao de trabalho (0,5624).
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Figura 53 - Sobreposicdo dos espectros de absor¢cdo na faixa A 200 a 400 nm da solucdo placebo e
da solucéo de MSD, equivalente a 18 ug/ml de MPA, em tampao fosfato de sddio 0,05 mol/l pH 6,8.

6.3.10.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada na faixa de concentragéao 6,24 a 35,35 pg/ml de MPA. A

curva analitica esta representada na Figura 54 e a analise estatistica no Apéndice H.
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Figura 54 - Curva analitica de acido micofendlico para avaliagdo da linearidade do método de
doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.
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A regressao foi significativa e o intercepto néo foi diferente de zero (p > 0,05). O
valor do coeficiente de correlacdo encontrado foi 0,9999. Os residuos apresentaram
distribuicdo normal, independéncia e homoscedasticidade. Os dados ajustaram-se
adequadamente ao modelo de regresséo linear.

6.3.10.3 Exatidao

A exatidao foi verificada a partir dos resultados de recuperacéo das quantidades de
MPA incorporadas ao placebo nos niveis de 70%, 100% e 130% da concentracéo de

trabalho. Os valores de recuperagéo obtidos estédo apresentados na Tabela 54.

A recuperacdo média obtida na faixa 70% a 130% da concentracdo de trabalho foi
de 99,84%. O resultado foi comparado ao valor tedrico (100%) utilizando a
estatistica t (o = 0,05). O valor t experimental (0,55) foi inferior ao valor tabelado
(2,31), demonstrando ndo haver diferenca significativa entre a recuperacdo média e
100%.

Tabela 54 - Porcentagens de recuperacdo de quantidades de acido micofendlico incorporadas ao
placebo para avaliagdo da exatiddo do método de doseamento de micofenolato de sédio em
comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta.

Nivel (%) Concentracdo ( pg/ml) | Recuperacao ( pg/ml) Recuperacéo (%)
12,70 100,79
70 12,6 12,65 100,40
12,75 101,19
17,82 99,00
100 18,0 18,07 100,39
17,73 98,50
23,24 99,32
130 23,4 23,24 99,32
23,31 99,62
Média (%) 99,84
DPR (%) 0,90
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6.3.10.4 Precisao

Os resultados da determinacéo do teor de MSD em Myfortic®, expressos em relacdo
a quantidade declarada de MPA, nos trés dias de analises com analistas diferentes

estdo apresentados na Tabela 55.

Tabela 55 - Resultados das determinacées do teor de micofenolato de sodio em Myfortic®, expresso
em relacdo a quantidade declarada de acido micofendlico, para avaliacao da precisdo do método de
doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

Teor de acido micofendlico (%)
Amostra
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 100,77 98,98 100,12
2 100,37 99,18 99,98
3 98,99 98,46 100,55
4 99,57 101,78 101,52
5 99,47 100,12 99,82
6 99,53 101,09 100,18
Média (%) 99,78 99,94 100,36
DPR (%) 0,66 1,30 0,61

Os valores de DPR foram inferiores a 2,0% nos trés dias de andlises e as
determinacdes entre os dias ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05).
Considerando a média das determinacdes (n = 18), a amostra apresentou teor de
MPA igual a (100,03 + 0,44)%.

6.3.10.5 Robustez

Os resultados do doseamento de MSD em Myfortic® utilizando espectrofotdmetros

distintos estdo apresentados na Tabela 56.

A comparacdo entre as duas condicoes foi realizada utilizando a estatistica t. O valor
t experimental (1,60) foi inferior ao valor tabelado (2,57) em o = 0,05. Portanto, n&o

houve diferenca nos valores obtidos entre as condi¢des.
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Tabela 56 - Resultados das determinagdes do teor de micofenolato de s6dio em Myfortic®, expressos
em relagdo a quantidade declarada de acido micofendlico, em equipamentos distintos, para
verificacdo da robustez do método de doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

Teor de acido micofendlico (%)
Amostra
HP 8453 Shimadzu UV-1800

1 100,12 100,08

2 99,98 99,94

3 100,55 100,45

4 101,52 101,43

5 99,82 99,91

6 100,18 99,94
Média (%) 100,36 100,29
DPR (%) 0,61 0,59

6.3.10.6 Limites de deteccao e quantificagéo

Os limites de deteccao e quantificacdo foram estimados a partir da curva analitica.
Obtiveram-se os limites de 0,15 pg/ml para detecgéo e 0,45 pg/ml para quantificagéo
de acido micofendlico pelo método espectrofotométrico.

6.3.11 Determinacdo do teor de micofenolato de so6di o por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

6.3.11.1 Seletividade

Por meio do método cromatografico foi possivel separar as impurezas de
degradacao (secédo 6.1.5.2). Verificou-se também que os excipientes da formulacéo

simulada nao interferem no pico de MSD (Figura 55).

Padrao MSD

......... Placebo

Figura 55 - Cromatogramas das solugcBes placebo e micofenolato de sédio padrdo de trabalho.
Condicdes cromatogréficas: metanol e acido fosférico 0,05% (55:45), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a
30 °C e detecgcdo em X 250 nm.
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6.3.11.2 Linearidade

A curva analitica obtida para MSD matéria-prima (Figura 29, secdo 6.1.5.3) foi
expressa em funcdo da concentracdo de MPA. O intervalo compreende a faixa de
14,77 a 59,08 pug/ml de MPA.

2000 +
y = 26,6688x + 5,8287

R = 0,9999
1600 -

1200 -

Area

800 -

400 +

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracado (ug/ml)

Figura 56 - Curva analitica de acido micofendlico para avaliagdo da linearidade do método de
doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

6.3.11.3 Exatidao

A exatidao foi verificada a partir dos resultados de recuperacdo de quantidades de
MPA incorporadas ao placebo nos niveis de 70%, 100% e 130% da concentracédo de
trabalho. Os valores de recuperagéo obtidos estédo apresentados na Tabela 57.

Tabela 57 - Porcentagens de recuperacdo de quantidades de acido micofendlico incorporadas ao

placebo para avaliagdo da exatiddo do método de doseamento de micofenolato de sédio em
comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Nivel (%) Concentracdo ( pg/ml) | Recuperacao ( pg/ml) Recuperacéo (%)
25,02 99,29
70 25,2 25,26 100,24
25,18 99,92
35,96 99,89
100 36,0 36,22 100,61
35,85 99,58
46,60 99,57
130 46,8 46,59 99,55
47,06 100,56
Média (%) 99,91
DPR (%) 0,47
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A recuperacdo média obtida na faixa 70% a 130% da concentracdo de trabalho foi
de 99,91%. O resultado foi comparado ao valor tedrico (100%) utilizando a
estatistica t (o = 0,05). O valor t experimental (0,56) foi inferior ao valor tabelado
(2,31). Portanto, ndo houve diferenca significativa entre a recuperacdo média e
100%.

6.3.11.4 Precisao

Realizaram-se seis determinacdes de MSD em Myfortic® em trés dias de anélises

hY

com analistas diferentes. Os resultados, expressos em relacdo a quantidade

declarada de MPA, estédo apresentados na Tabela 58.

Tabela 58 - Resultados das determinagdes do teor de micofenolato de sédio em Myfortic®, expressos
em relacdo a quantidade declarada de acido micofendlico, para avaliacao da precisdo do método de
doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Teor de acido micofendlico (%)
Amostra
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 99,74 99,44 100,14
2 98,52 100,31 102,18
3 99,30 101,31 98,88
4 100,03 101,25 99,17
5 100,11 100,75 99,82
6 99,98 100,76 100,97
Média (%) 99,61 100,64 100,19
DPR (%) 0,61 0,69 1,22

Os valores de DPR nas determinagdes dos trés dias de analises foram inferiores ao
recomendado na literatura consultada (2,0%) e as médias dos resultados obtidos
nos trés dias de analises ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05).
Considerando a média das determinacdes (n = 18), a amostra apresentou teor de
MPA igual a (100,15 + 0,47)%.

6.3.11.5 Robustez

A robustez do método foi verificada modificando-se os parametros: temperatura do

forno, fluxo da fase moével e porcentagem de metanol na fase movel. Os resultados
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das seis determinacées do teor de MPA em Myfortic® em cada condi¢do encontram-

se na Tabela 59.

Tabela 59 - Resultados das determinacdes do teor de micofenolato de sédio em Myfortic®, expressos
em relagdo a quantidade declarada de acido micofendlico, para verificacdo da robustez do método de
doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Teor de acido micofendlico (%)
Amostras
Nominal 1 2 3 4 5 6
1 100,14 99,93 99,95 98,91 101,04 99,61 100,36
2 102,18 102,11 101,99 100,42 103,02 102,73 101,32
3 98,88 98,98 98,95 98,02 99,76 100,81 98,31
4 99,17 99,02 98,96 98,51 100,28 99,82 98,19
5 99,82 100,09 99,75 99,59 100,54 100,75 98,94
6 100,97 101,17 100,70 100,01 101,07 101,93 99,90
Média (%) 100,19 100,22 100,05 99,24 100,95 100,94 99,51
DPR (%) 1,22 1,23 1,16 0,93 1,12 1,19 1,24

A comparacédo dos valores foi realizada por Anova. Verificou-se que n&o houve

diferenca significativa entre os valores obtidos nas condi¢cfes testadas (p > 0,05).

6.3.11.6 Limites de deteccao e quantificagéo

Os limites de deteccédo e quantificacdo estimados a partir da curva analitica foram
0,28 pg/ml e 0,85 pg/ml de MPA, respectivamente. Os valores encontrados pela
relacédo entre sinal e ruido (secao 6.1.5.7) equivalem a 0,014 pg/ml e 0,036 pug/ml de
MPA.

6.3.12 Comparacdo entre os métodos de determinacao de micofenolato de

sédio em comprimidos

A comparacédo entre o método por CLAE e por espectrofotometria no ultravioleta foi
realizada utilizando os resultados da determinacdo do teor de MSD em Myfortic®

obtidos na precisao (Tabelas 55 e 58).

O valor de F experimental (1,10) foi inferior ao tabelado (2,67) em o = 0,05. Portanto,

nao houve diferenca significativa entre as variancias obtidas nos métodos.
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A comparacao entre as medias foi realizada com teste t para dados independentes e
variancias homogéneas. O valor de t experimental (0,40) também foi inferior ao
tabelado (2,03) em a = 0,05, demonstrando néo existir diferenca significativa entre os

valores médios obtidos nos métodos.

Os dois métodos apresentaram precisao e exatidao equivalentes para o doseamento
de MSD em comprimidos. Ambos foram seletivos, lineares, e robustos nas

condi¢cBes avaliadas.

6.3.13 Uniformidade de doses unitarias de comprimid  os de micofenolato de
sodio

Os resultados individuais do teor de MSD em Myfortic® estdo apresentados na
Tabela 60. Nota-se que todas as unidades apresentaram teor entre 85,0% e 115,0%

e 0 DPR das determinacdes foi inferior a 6,0%. A amostra cumpriu com as
especificacdes farmacopéicas (FARMACOPEIA..., 1996).

Tabela 60 - Resultados das determinacdes do teor de micofenolato de sodio, expressos em relacédo a
qguantidade declarada de acido micofendlico, obtidos no teste de uniformidade de contetdo dos
comprimidos de Myfortic® utilizando o método de doseamento por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Unidade Teor de acido micofendlico (%)
1 101,16
2 101,74
3 99,41
4 102,13
5 101,53
6 98,98
7 103,80
8 98,85
9 101,05
10 105,54

Média (%) 101,42

DPR (%) 2,08
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6.4 Determinagao de impurezas em micofenolato de mo  fetila comprimidos
6.4.1 Perfil cromatografico

O perfil cromatografico das amostras de CellCept® e medicamento genérico a
500 pg/ml esta ilustrado na Figura 57. Observa-se a presenca de apenas uma
impureza, correspondente ao MPA. A quantidade de MPA no medicamento genérico

foi superior em comparacdo com CellCept®.

AT

' Medicamento genérico
- - - - Medicamento referéncia

| I N

= a = 10 15 mir|

Figura 57 - Sobreposicdo dos cromatogramas das amostras de CeIICept® e medicamento genérico
obtidos a partir da injecdo de 25 pl de solugcdo 500 ug/ml de micofenolato de mofetila. Condi¢des
cromatograficas: acetonitrila e trietilamina 1% pH 3,0 (30:70), fluxo 1,5 ml/min, coluna Cg a 45 °C e
deteccdo em A 250 nm.

O composto MPA é o metabdlito ativo e apresenta-se como principal impureza e
produto de degradacdo de MMF. A absor¢cdo de MPA é dificultada e esta associada
aos efeitos adversos gastrointestinais (HOOIJMAAIJER et al., 1999; LEE et al.,
1990; SANCHEZ-FRUCTUOSO, 2005).

A dose méxima de MMF em terapia padronizada é 3,0 g/dia (BRASIL, 2002). Nesse
caso, os limiares para relato, identificacdo e qualificagcdo propostos no guia ICH
Q3B(R) dos produtos de degradacao sédo, respectivamente, 0,05%, 0,10% e 0,15%
(Tabela 2, segéo 2.2.7).

As impurezas acima do limiar de qualificacao (0,15%) devem ser estudadas quanto a
seguranca biolégica nas quantidades tipicas ou reduzidas a um nivel inferior ao

limiar de qualificacdo. Todavia, podem-se considerar qualificadas aquelas que sao
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metabdlitos significativos e que estejam presentes nos estudos clinicos e
toxicologicos (INTERNATIONAL..., 2006b; JACOBSON-KRAM & MCGOVERN,

2007).

Aplicou-se o limite de 0,5% de MPA, recomendado em MMF matéria-prima, como
referéncia para o controle de qualidade dos comprimidos. Para as demais
impurezas, ndo identificadas, estabeleceu-se o limite de 0,1%, correspondente ao
limiar de identificagdo (THE EUROPEAN..., 2007; INTERNATIONAL..., 2006b).

6.4.2 Quantificagdo de acido micofendlico

Realizaram-se seis determinacdes de MPA em CellCept® e no medicamento
genérico em dois dias de andlises (n = 12). Os niveis da impureza foram estimados
por comparacao da resposta obtida com MPA padrédo e com MMF SQR, ambos a

2,5 pg/ml. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 61 e 62.

Tabela 61 - Quantificacdo de acido micofendlico em comprimidos de micofenolato de mofetila por
comparacao da resposta obtida com solucao de acido micofendlico padréo.

Teor de acido micofendlico (%)

Amostra CellCept ® MMF Genérico
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
1 0,15 0,16 0,82 0,73
2 0,17 0,16 0,84 0,76
3 0,17 0,18 0,82 0,78
4 0,17 0,18 0,84 0,74
5 0,16 0,20 0,81 0,75
6 0,16 0,17 0,83 0,79
Média (%) 0,17 0,18 0,83 0,76
DPR (%) 4,30 9,09 1,48 2,96
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Tabela 62 - Quantificacdo de acido micofendlico em comprimidos de micofenolato de mofetila por
comparacao da resposta obtida com solucao de micofenolato de mofetila SQR.

Teor de acido micofendlico (%)

Amostra CellCept ® MMF Genérico
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
1 0,21 0,22 1,10 0,97
2 0,23 0,21 1,13 1,02
3 0,22 0,24 1,10 1,04
4 0,23 0,24 1,13 0,99
5 0,22 0,27 1,09 1,01
6 0,21 0,22 1,11 1,06
Média (%) 0,22 0,23 1,11 1,01
DPR (%) 4,30 9,09 1,48 2,96

As quantidades de MPA nas amostras foram sobrestimadas quando quantificadas
pela comparagdo da resposta obtida com a solucdo de MMF SQR. Apesar de
apresentarem os mesmos grupos cromoforos, MMF possui massa molar (433,50 g)
superior ao MPA (320,34 g) , de modo que as solu¢cdes de MMF e MPA, preparadas

na mesma concentracdo, resultam em areas diferentes (Tabela 63).

Tabela 63 - Valor médio das areas e desvio padrdo relativo das injecbes em quintuplicata das
solucdes padréao de acido micofendlico e micofenolato de mofetila SQR utilizadas na quantificacdo de
impurezas em comprimidos de micofenolato de mofetila.

« Concentragao Area 0
Padrdo (ug/ml) (n=5) Fator resposta DPR (%)

MPA 2,47 66,36 0,0372 0,96

MMF SQR 2,66 53,52 0,0497 1,30

Os cromatogramas das soluc¢des padrao de MPA e MMF SQR estao ilustrados na
Figura 58. Nota-se que MMF apresenta pico mais estreito, de maior altura e de

menor area em relacéo ao pico do MPA.

O farmaco pode ser apropriadamente utilizado como padrdo para estimar 0s niveis
de impurezas conhecidas e identificadas por meio da aplicacao de fator de correcéo,
correspondente a razdo entre as respostas de iguais quantidades da impureza e do
farmaco, obtidas nas condi¢des descritas no teste. Entretanto, a utilizacao de fatores
de correcdo para impurezas identificadas ndo € recomendada, ao menos que seja
inevitavel, como em situacfes em que o padrao de referéncia ndo pode ser obtido
(BRITISH..., 2007).
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Figura 58 - Sobreposicao dos cromatogramas das solugdes padrdao de acido micofendlico (MPA) e
micofenolato de mofetila SQR (MMF) utilizadas na quantificacdo de impurezas em comprimidos de
micofenolato de mofetila.

6.4.2.1 Precisao

Os valores de DPR obtidos entre as determinagcdes foram inferiores a 10% (Tabela
61). A injecdo em quintuplicata das solucdes padrdo de MPA e MMF SQR foram
inferiores a 5% (Tabela 63), conforme recomendado por Shabir (2003).

Considerando a média das determinacdes (n = 12), CellCept® apresentou
guantidade de MPA igual a (0,17 = 0,01)% e o medicamento genérico
(0,79 £ 0,03)%.

O resultado encontrado para o medicamento genérico foi superior ao limite adotado
como referéncia (0,5%). Destaca-se que as amostras do medicamento genérico

foram analisadas apés 330 dias do prazo de validade declarado no produto.

6.4.2.2 Exatidao

Os valores de recuperacdo de MPA em 50%, 100% e 150% do limite estabelecido

(2,5 pg/ml) estao relacionados na Tabela 64.

A recuperacdo média obtida na faixa 50% a 150% da concentracdo de trabalho foi
de 99,88%. O resultado foi comparado ao valor tedrico (100%) utilizando a
estatistica t em o = 0,05. O valor t experimental (0,39) foi inferior ao valor tabelado
(2,31), demonstrando nédo existir diferenca significativa entre a recuperacdo meédia e
100%.
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Tabela 64 - Porcentagens de recuperacdo das quantidades de acido micofendlico incorporadas ao
placebo para avaliacdo da exatiddo do método de quantificacdo da impureza em comprimidos de
micofenolato de mofetila.

Nivel (%) Concentracéo ( pg/ml) | Recuperacéo ( pg/ml) Recuperacéo (%)
1,227 98,16
50 1,25 1,235 98,80
1,254 100,32
2,485 99,40
100 2,50 2,512 100,48
2,508 100,32
3,777 100,72
150 3,75 3,781 100,83
3,746 99,89
Média (%) 99,88
DPR (%) 0,92

6.4.2.3 Linearidade

O método demonstrou-se linear de acordo com o0s parametros analisados. O
intercepto da curva referente ao MPA foi diferente de zero (p < 0,05), entretanto
menor que 2% da resposta obtida a 100% da concentracdo de trabalho, conforme
recomendado por Green (1996). As curvas analiticas estao representadas na Figura

59 e as analises estatisticas demonstradas nos Apéndices | e J.

A B
160 - 120 4
y = 1031,3x - 1,0604 y =780,93x + 0,1415
R = 0,9999 =
120 | R =0,9999
80 -
g 80 - g
<< <L
40 -
40 -
0 T T 1 O T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0 0,05 0,1 0,15
Massa MPA injetada (ug) Massa MMF injetada (pg)

Figura 59 - Curvas analiticas de (A) acido micofendlico e (B) micofenolato de mofetila para avaliagdo
da linearidade do método de quantificacdo de impurezas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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6.4.2.4 Limites de deteccao e quantificacédo

Os limites aproximados de deteccdo e quantificacdo de MPA foram,
respectivamente, 0,15 pg/ml (Figura 60) e 0,50 pg/ml (Figura 61). O limite de

guantificacdo de MPA corresponde a 20% limite estabelecido (2,5 pug/ml).

mal
0.2+

0.6 o

0.4

0.z

T T T T T
12 13 14 15 16 a7 mi

Figura 60 - Cromatograma da solucao padrdo de &cido micofendlico 0,15 pg/ml.
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Figura 61 - Cromatograma da solugéo padréao de acido micofendlico 0,50 pug/ml.

6.4.2.5 Estabilidade em solucéo

Os valores das areas de MPA obtidos a partir da injecdo de seis amostras de
CellCept® nas diferentes condicbes de armazenamento estdo relacionados na
Tabela 65.

As amostras apresentaram aumento na area de MPA quando reinjetadas apds 24
horas do preparo e mantidas a temperatura ambiente. O armazenamento entre 4 a
8 °C também resultou no aumento de area da impureza, entretanto em menor

proporcao. Devido a tendéncia de hidrélise de MMF na fase mével, as solu¢cbes da
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amostra devem ser injetadas imediatamente apds o preparo ou mantidas em baixa

temperatura para reduzir a formacao de MPA.

Tabela 65 — Valores de area de acido micofendlico nas solucdes amostra de CellCept®, injetadas
apos diferentes condicbes de armazenamento.

Areas de MPA nas solucdes amostra de CellCept  ©
Amostra ApOs preparo tempgélpu?;a:\rﬁg]iente 24 horas entre 4 a 8 °C
1 22,5 49,3 28,7
2 22,1 49,8 29,9
3 244 49,2 29,6
4 254 51,9 30,3
5 28,6 51,9 30,7
6 22,5 48,3 30,5
Média 24,25 50,01 29,95

6.5 Teste de dissolucéo para comprimidos de micofen  olato de mofetila
6.5.1 Ensaios preliminares

Os parametros para o teste de dissolucdo de medicamentos devem ser definidos
com base nas considerac¢des de solubilidade em funcédo do pH e pKa do farmaco. A
permeabilidade ou particio em octanol/agua podem ser Uteis na selecdo da

metodologia e determinacéo das especificacdes (U.S. FOOD..., 1997).

O processo de dissolucéo in vivo de farmacos pouco soliveis em agua depende de
parametros fisico-quimicos que podem ser afetados pelas condi¢es intraluminais do
trato grastointestinal. In vitro, a dissolu¢do depende do farmaco contido no produto e
das condicdes do teste de dissolucao, tais como a composi¢éo e o volume do meio
de dissolucao, o pH, o tipo de aparato e a velocidade de agitacdo (NOORY et al.,
2000).

O meio de dissolucdo, quando possivel, deve ser fisiologicamente significativo e
simples. A avaliacdo do efeito do pH deve ser considerada inicialmente no
desenvolvimento de testes de dissolucdo para produtos contendo farmacos pouco
solluveis ou insollveis em agua (NOORY et al., 2000; SHAH et al., 1995).
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O farmaco MMF apresenta baixa solubilidade em agua e alta permeabilidade,
caracteristicas dos farmacos de Classe Il de acordo com o Sistema de Classificacédo
Biofarmacéutica (VERMA et al., 2008).

O efeito do pH na dissolucdo dos comprimidos de MMF foi avaliado utilizando os
meios HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l, tampé&o fosfato pH 3,0, tampéao acetato pH 4,5 e
tampédo acetato pH 5,5. Os testes preliminares para avaliagdo do perfil de dissolugéo
nos diferentes meios estdo apresentados na Figura 62. Os pontos correspondem a

média de duas unidades.

120 -

100 -
——HCI 0,1 malll

HCI 0,01 mol/l

- - #- - Tampéo fosfato pH 3,0

— <— - Tampao acetato pH 4,5

Quantidade dissolvida (%)

Tampao acetato pH 5,5
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0 5 10 15 20 30 45 60
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Figura 62 - Perfis de dissolucéo preliminares para comprimidos de CellCept® 500 mg em diferentes
meios de dissolucéo, utilizando sistema de agitacdo com pas 50 rpm.

Apenas nos meios HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tampéao fosfato de sédio 0,1 mol/l
pH 3,0 as quantidades de farmaco foram superiores a 85% dissolvidos em 30
minutos. Nota-se também que somente nos meios HCI 0,1 mol/l e HCI 0,01 mol/l a

dissolucéo foi préxima a 100% apd6s 60 minutos.

No desenvolvimento de um procedimento de dissolucdo, é desejavel alcancar
condicbes de esgotamento (sink conditions) do farmaco no meio de dissolucédo. A
condicdo de esgotamento € o volume de meio em quantidade minima trés vezes
superiores a requerida para obter solucédo saturada do farmaco. Quando a condigcéo
de esgotamento € atingida, os resultados da dissolucdo refletem melhor as
propriedades da formulagéo (THE UNITED STATES..., 2009).



167

Considerando a dose de 500 mg de MMF e o volume de 900 ml do meio de
dissolucéo, a condicdo de esgotamento para o farmaco é alcancada em meios com
capacidade de solubilizar, no minimo, 1,7 mg/ml do farmaco (500 mg + 300 ml =
1,7 mg/ml).

A solubilidade de MMF varia em funcdo do pH. A reducédo de solubilidade esta
associada a diminuicdo da concentragdo hidrogenibnica da solugdo, conforme
estudado por Lee et al. (1990). Observando a Figura 8 e utilizando a equacéao (2),
descrita na secdo 2.2.6, verifica-se que a solubilidade do farmaco € superior a

1,7 mg/ml em valores de pH inferiores a 4,0.

Um teste de dissolucao para controle da uniformidade lote a lote deve assegurar um
minimo de 85% de dissolucdo. Na dissolucédo de farmacos altamente solUveis em
formas farmacéuticas de liberac&o rapida, a especificagcdo em Unico ponto, no tempo
de 60 minutos ou menos, é suficiente. Para caracterizar a qualidade de produtos
contendo farmacos pouco solUveis ou insolUveis em agua, pode ser necessaria a
especificacdo em dois pontos: um a 15 minutos e outro a 30, 45 ou 60 para
demonstrar 85% de dissolucéo (U.S. FOOD..., 1997).

Apesar de MMF ser praticamente insolivel em agua, a reducdo do pH do meio
favorece a solubilidade do farmaco. Dentre os meios testados, HCI 0,1 mol/l,
HCI 0,01 mol/l e tampéo fosfato de sédio pH 3,0 foram os mais adequados para
avaliar a dissolucdo de MMF em comprimidos, pois atende-se ao requisito de
condicdo de esgotamento e demonstra-se dissolucdo minima de 85% em

60 minutos.

6.5.2 Perfis de dissolucao

Os perfis de dissolucdo de comprimidos de CellCept® 500 mg em diferentes
condi¢Bes encontram-se ilustrados nas Figuras 63 a 65. Os pontos correspondem a
média de seis determinacdes e as barras representam os desvios padrdo. Os
respectivos valores numeéricos e as comparacdes entre as diferentes velocidades de

rotacdo em cada meio de dissolucéo estdo apresentados nas Tabelas 66 a 68.
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Figura 63 - Perfis de dissolugcdo de comprimidos de CeIICept® em 900 ml de HCI 0,1 mol/l a
(37 £0,5) °C e sistema de agitacao pas 50 e 75 rpm.

Tabela 66 - Comparacdo das velocidades de agitacdo das pas na dissolucdo de comprimidos de
CeIICept® em 900 ml de HCI 0,1 mol/l.

Tempo Média (%) 75 rpm Média (%) 50 rpm Diferenca entre Intervalo 95% de
(min) ( = desvio padréo) ( = desvio padréo) médias confianca
5 95,48 (1,48) 84,51 (4,39) 10,97 (6,75 ; 15,18)
10 97,84 (1,00) 90,67 (1,85) 7,17 (5,25; 9,09)
15 98,11 (0,86) 94,44 (1,88) 3,68 (1,79 ; 5,55)
30 98,71 (0,84) 96,04 (1,58) 2,68 (1,04 ; 4,30)
45 99,38 (1,45) 98,05 (1,31) 1,33 (-0,45; 3,11)
60 101,00 (0,52) 99,16 (1,15) 1,84 (0,70 ; 3,00)
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Figura 64 - Perfis de dissolucdo de comprimidos de CeIICept® em 900 ml de HCI 0,01 molll a
(37 £0,5) °C e sistema de agitacao pas 50 e 75 rpm.
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Tabela 67 - Comparagdo das velocidades de agitacdo das pas na dissolucdo de comprimidos de

CellCept® em 900 ml de HCI 0,01 mol/l.

Tempo Média (%) 75 rpm Média (%) 50 rpm | Diferenca entre | Intervalo a 95% de
(min) ( = desvio padrao) ( = desvio padrao) médias confianca
5 90,74 (1,48) 69,88 (8,44) 20,86 (13,06 ; 28,66)
10 96,43 (1,29) 83,55 (4,77) 12,88 (8,38 ;17,37)
15 98,31 (1,12) 89,07 (4,13) 9,24 (5,35; 13,14)
30 101,69 (0,96) 94,78 (3,48) 6,91 (3,63 ; 10,20)
45 101,76 (0,75) 96,95 (2,33) 4,81 (2,58 ; 7,03)
60 101,48 (1,01) 97,93 (2,10) 3,55 (1,43 ;5,67)
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Figura 65 - Perfis de dissolu¢do de comprimidos de CeIICept® em 900 ml de tampéo fosfato de sodio
0,1 mol/l pH 3,0 a (37 £ 0,5) °C e sistema de agitacao pas 50 e 75 rpm.

Tabela 68 - Comparagdo das velocidades de agitacdo das pas na dissolucdo de comprimidos de

CellCept® em 900 ml de tampéo fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0.

Tempo (min) Média (%) 75 rpm Média (%) 50 rpm Difereqqa entre Intervalq 95% de
( + desvio padrao) ( £ desvio padrao) médias confianca

5 85,46 (3,00) 69,06 (3,53) 16,40 (12,19 ; 20,62)
10 91,03 (1,47) 80,15 (1,19) 10,88 (9,16 ; 12,61)
15 92,76 (0,66) 84,33 (1,38) 8,43 (7,04 ;9,81)
30 94,69 (0,75) 90,03 (3,27) 4,66 (1,61;7,72)
45 96,60 (1,12) 92,10 (1,74) 4,50 (2,62 ; 6,38)
60 96,85 (0,88) 91,92 (2,76) 4,93 (2,29 ; 7,57)
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As quantidades de MMF dissolvidas nas condi¢cdes de agitacdo pas 75 rpm foram
superiores quando comparadas as respectivas condicdes de 50 rpm. Apenas no
tempo 45 minutos em HCI 0,1 mol/l, obteve-se diferenga nao significativa no intervalo
de 95% de confiancga.

Para melhor caracterizacdo da influéncia dos meios utilizados sobre o perfil de
dissolugédo do medicamento, fixou-se a velocidade de rotagdo em 50 rpm. Os perfis
de dissolugéo nos diferentes meios estabelecidos estdo ilustrados na Figura 66. As

barras referentes aos desvios padrao foram retiradas para obter melhor visualizacao

das curvas.
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Figura 66 - Perfis de dissolucdo de comprimidos de CellCept® em 900 ml de diferentes meios a
(37 £ 0,5) °C e sistema de agitacdo pas em velocidades de 50 rpm.

A comparacéo entre as curvas foi realizada por Anova e teste de Duncan (a = 0,05)
com os valores de porcentagem de MMF dissolvida em cada tempo de coleta. Os
valores de F experimentais encontram-se na Tabela 69 e as diferencas entre os

tratamentos na Tabela 70.

Tabela 69 - Valores de F experimentais entre as médias dos valores de porcentagem de MMF
dissolvidas em cada tempo de coleta dos perfis de dissolucdo, com pas 50 rpm, em 900 ml dos
meios: HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tampao fosfato de sddio 0,1 mol/l pH 3,0.

Tempo (min) 5 10 15 30 45 60
F 13,21 18,79 20,46 7,16 17,76 20,17

Os valores de F obtidos foram superiores ao valor de F tabelado (3,68). Isso
evidencia que a média da dissolucéo entre os tratamentos foi diferente em todos os
tempos de coleta.
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Para discriminagdo das médias, utilizou-se o teste de Duncan. Calcularam-se as
diferencas entre os tratamentos e a diferenca minima significativa (DMS) do teste.
As médias dos tratamentos sé@o consideradas distintas quando a diferenca entre elas
€ superior a DMS.

As guantidades de MMF dissolvidas no meio tampéao fosfato de sédio pH 3,0 foram
significativamente diferentes quando comparadas ao meio HCI 0,1 mol/l. Para o perfil
de dissolucdo no meio HCl 0,01 mol/l, observa-se, nos tempos iniciais, uma
semelhanca ao perfil do meio tampao fosfato de sédio pH 3,0. Entretanto, no

decorrer da dissolucéo, a curva se aproxima daquela obtida para HCI 0,1 mol/I.

Os produtos que apresentam dissolugcao superior a 85% em 15 minutos no meio HCI
0,1 mol/l geralmente ndo apresentam problemas de biodisponibilidade. Isso porque o

tempo médio de esvaziamento gastrico € de 15 a 20 minutos (U.S. FOOD..., 1997).

A utilizagdo de HCI 0,1 mol/l como meio de dissolucéo para o controle de qualidade
de comprimidos de liberacdo imediata de MMF ¢ justificada, uma vez que favorece a
solubilidade do farmaco. O critério de 85% (Q = 80%) da quantidade dissolvida em
15 minutos é suficiente para caracterizar a qualidade dos comprimidos de MMF nas

andlises de rotina.
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Tabela 70 - Teste de Duncan (o = 0,05) entre os valores de porcentagem de MMF dissolvidas em
cada tempo de coleta dos perfis de dissolugdo, com pas 50 rpm, em 900 ml dos meios: HCI 0,1 mol/l,
HCI 0,01 mol/l e tampé&o fosfato de s6dio 0,1 mol/l pH 3,0.

Ui po DMS Tratamento Média (%) DI
(min) HCI 0,1 mol/l | HCI 0,01 molll

HCI 0,1 mol/l 84,51 - -

5 7,56 HCI 0,01 mol/l 69,88 14,63 -
Tampéo pH 3,0 69,06 15,45 0,82*

HCI 0,1 mol/l 90,67 - -

10 3,91 HCI 0,01 mol/l 83,55 7,12 -
Tampéo pH 3,0 80,15 10,52 3,40*

HCI 0,1 mol/l 94,44 - -

15 3,53 HCI 0,01 mol/l 89,07 5,37 -
Tampéo pH 3,0 84,33 10,11 4,74

HCI 0,1 mol/l 96,04 - -

30 3,75 HCI 0,01 mol/l 94,78 1,26* -
Tampéo pH 3,0 90,03 6,01 4,75

HCI 0,1 mol/l 98,05 - -

45 2,37 HCI 0,01 mol/l 96,95 1,10* -
Tampéo pH 3,0 92,10 5,95 4,85

HCI 0,1 mol/l 99,16 - -

60 2,73 HCI 0,01 mol/l 97,93 1,23* -
Tampéo pH 3,0 91,92 7,24 6,01

DMS = Diferenga minima significativa
* Diferencga nao significativa

6.5.3 Validacéao

Os espectros das solugdes placebo e padrao obtidos na faixa A 200 a 400 nm nos
solventes HCI 0,01 mol/l e tampéo fosfato de sodio 0,1 mol/l pH 3,0 estao ilustrados
na Figura 67. A absorcdo do placebo em A 250 nm foi inferior a 0,5% da leitura
obtida para MMF a 100% da concentracdao de trabalho em ambos os casos,
indicando que os meétodos foram seletivos em relacdo aos excipientes da

formulacéo.
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Figura 67 - Sobreposicdo dos espectros de absorcdo no ultravioleta na faixa A 200 a 400 nm da
solucdo placebo e da solucdo de MMF padrdo de trabalho 25 pg/ml em (A) HCI 0,01 mol/l e (B)
tampéo fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0.

Os métodos também demonstraram-se lineares de acordo com o coeficiente de
correlacdo. O teste de Durbin-Watson néo foi conclusivo para a independéncia dos
residuos obtidos em HCI 0,01 mol/l.
distribuicdo normal e homoscedasticidade. O intercepto em ambos os casos néo foi

Entretanto, os residuos apresentaram

diferente de zero e os dados ajustaram-se adequadamente ao modelo de regressao.
As curvas analiticas estdo representadas na Figura 68 e as analises estatisticas

apresentadas nos Apéndices K e L.
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y =0,0205¢ + 0,0002 y =0,0205x - 0,0005

3 R =0,9998 P R=0,9999
S 080- o 080 -
<% «C
> >
5] S
3 8
£ 0,40 £ 0,40 -

0.00 ‘ ‘ ‘ 0,00 : : :

0 20 40 60 0 20 40 60
Concentragéo (pug/ml) Concentragé&o (pg/ml)

Figura 68 - Curvas analiticas de micofenolato de mofetila para avaliacdo da linearidade do método
espectrofotométrico em (A) HCI 0,01 mol/l e (B) tampé&o fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0.

6.5.4 Estabilidade nos meios de dissolucéo

Os valores de absorvancia das solugbes de MMF nos meios de dissolucéo, ao longo
de 60 minutos, estéo representados na Figura 69.
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Figura 69 - Valores de absorvancias das solu¢cbes de micofenolato de mofetila nos meios
HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tampéo fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0, para verificagdo da
estabilidade durante 60 minutos a (37 £ 0,5) °C.

As variacgOes nas leituras ao longo de 60 minutos foram inferiores a 2,0% em todas
as condicdes. O DPR entre as determinagfes foi de 0,96% para solugdo em
HCI 0,1 mol/l, 1,26% para solugcdo em HCI 0,01 mol/l e 0,61% para solugcdo em
tampao fosfato pH 3,0.

Lee et al. (1990) demonstraram que MMF € estavel em solu¢des aquosas a 37 °C. O
tempo de meia-vida relatado € de 98 horas em pH 2,0, 118 horas em pH 5,1 e
19 horas em pH 7,4.

6.5.5 Comparacao entre os perfis de dissolugdo do m  edicamento genérico e
referéncia

Os perfis de dissolucdo dos medicamentos referéncia e genérico nos diferentes
meios de dissolucdo estéo ilustrados nas Figuras 70 a 72. Os valores numericos e
as comparacdes ponto a ponto pela estatistica t (o« = 0,05) encontram-se

apresentados nas Tabelas 71 a 73.
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Figura 70 - Perfis de dissolucdo dos medicamentos referéncia e genérico de micofenolato de mofetila
comprimidos em 900 ml de HCI 0,1 mol/l a (37 + 0,5) °C e sistema de agitacao pas 50 rpm.

Tabela 71 - Comparagédo entre os perfis de dissolugdo dos medicamentos referéncia e genérico de
micofenolato de mofetila comprimidos em 900 ml de HCI 0,1 mol/l a (37 £ 0,5) °C e sistema de

agitacdo pas 50 rpm.

Tempo (min) Média (%) ( £ desvio padréo) Diferenca entre | Intervalo 95% de
Referéncia Genérico médias confianga
5 83,70 (528 | 8412  (7,21) 0,42 (-7,13 : 7,98)
10 88,99  (4,08) | 92,07  (3,57) 3,08 (-1,50 : 7,66)
15 92,40  (419) | 9554  (2,89) 3,14 (-1,16 : 7,44)
30 9473  (3,53) | 9834  (2,88) 3,61 (0,25 : 7,46)
45 96,09  (3,85) | 98,04  (2,61) 1,95 (-1,98 : 5,87)
60 97,05  (3,93) | 98,06  (2,15) 1,01 (-2,77 : 4,80)
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Figura 71 - Perfis de dissolugcdo dos medicamentos referéncia e genérico de micofenolato de mofetila
comprimidos em 900 ml de HCI 0,01 mol/l a (37 £ 0,5) °C e sistema de agitagcdo pas 50 rpm.
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Tabela 72 - Comparagédo entre os perfis de dissolugdo dos medicamentos referéncia e genérico de
micofenolato de mofetila comprimidos em 900 ml de HCI 0,01 mol/l a (37 + 0,5) °C e sistema de
agitacdo pas 50 rpm.

: Média (%) ( + desvio padréo) Diferenca entre | Intervalo 95% de
Tempo (min) — — < di f
Referéncia Genérico medias contianca
5 70,60  (8,70) | 6559  (11,50) -5,01 (-17,19 ; 7,18)
10 83,71  (4,39) | 8842  (443) 4,71 (-0,57 : 9,98)
15 88,00  (3,67) | 92,11  (2,69) 4,11 (0,27 ; 7,96)
30 9311  (3,34) | 9586  (2,79) 2,75 (-0,93 ; 6,42)
45 9554  (2,33) | 97,14 (2,20 1,60 (-1,11 ; 4,30)
60 96,35  (2,50) | 96,29  (1,75) -0,06 (-2,64 ; 2,53)
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Figura 72 - Perfis de dissolucdo dos medicamentos referéncia e genérico de micofenolato de mofetila
comprimidos em 900 ml de tampéo fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0 a (37 = 0,5) °C e sistema de

agitacao pas 50

rpm.

Tabela 73 - Comparacéo entre os perfis de dissolugcdo dos medicamentos referéncia e genérico de
micofenolato de mofetila comprimidos em 900 ml de tampédo fosfato de sodio 0,1 mol/l pH 3,0 a
(37 £ 0,5) °C e sistema de agitacédo pas 50 rpm.

(s (i) Média (%) ( + desvio padréo) Diferenca entre | Intervalo 95% de
Referéncia Genérico RIS CEMITENEE
5 69,98  (2,88) | 72,81  (6,50) 2,83 (-3,19 ; 8,83)
10 80,62  (2,19) | 86,61  (4,30) 5,99 (1,92 ; 10,07)
15 85,07  (2,04) | 89,46  (2,84) 4,39 (1,43 ; 7,35)
30 90,28  (2,40) | 9333  (214) 3,05 (0,33 ; 5,77)
45 91,67  (154) | 96,70  (3,29) 5,03 (1,96 ; 8,10)
60 92,19  (220) | 96,94  (3.24) 4,75 (1,44 ; 8,06)
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N&o houve diferenca entre as quantidades de MMF liberadas pelos medicamentos
referéncia e genérico quando os meios HCI 0,1 mol/l e HCI 0,01 mol/l foram
utilizados, exceto em 15 minutos desse Ultimo. Entretanto, observa-se diferenca
significativa entre os perfis de liberacdo do farmaco a partir de 10 minutos de

dissolugcéo no meio tampao fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0.

O método comparativo pelo intervalo de confianga pode resultar em dificuldade de
conclusdo definitiva sobre a similaridade das curvas. Isso ocorre principalmente
guando alguns pontos sugerem semelhanca e outros indicam diferenca na

dissolugéo entre as formulacdes (O'HARA et al., 1998).

Apesar da diferenca observada entre os medicamentos no meio tampé&o fosfato de
sodio pH 3,0, percebe-se que ambos apresentaram meédia de dissolucdo superior a
85% em 15 minutos, conforme limite sugerido para o controle de qualidade (secéo
6.5.2). Isso demonstra que o principio ativo € liberado facilmente pelas formulacdes

e ndo compromete a equivaléncia farmacéutica.

6.6 Teste de dissolucéo para comprimidos de micofen  olato de sédio
6.6.1 Determinacéo das condi¢des de esgotamento

A condicdo de esgotamento para MPA em 1000 ml é alcancada em meios com
capacidade de solubilizar, no minimo, 1,1 mg/ml do farmaco (360 mg + 333 ml =
1,1 mg/ml). As solubilidades determinadas em tampéao fosfato 0,05 mol/l pH 5,5, 6,0
e 6,8 foram, respectivamente, 10,32 mg/ml, 11,05 mg/ml e 14,42 mg/ml de MPA,

atendendo a condicéo estabelecida.

A condicdo de esgotamento para MPA em 750 ml é alcancada em meios com
capacidade de solubilizar, no minimo, 1,4 mg/ml do farmaco (360 mg + 250 ml =
1,4 mg/ml). A solubilidade determinada em HCI 0,1 mol/l foi 0,03 mg/ml. Nesse caso,
devido a baixa solubilidade no meio, ha uma limitacdo no método em quantificar
adequadamente apenas 2% da quantidade total do farmaco (360 mg) presente na

formulacédo (0,03 mg/ml x 250 ml = 7,5 mg). Entretanto, a utilizacdo de HCI 0,1 mol/l
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como meio de dissolucéo tem por objetivo verificar, quantitativamente, a capacidade
do revestimento entérico em resistir ao baixo pH dos fluidos gastricos. Essa analise
€ contemplada, qualitativamente, no teste de desintegracdo de comprimidos com
revestimentos entéricos. No caso de liberagdo do principio ativo em HCI 0,1 mol/l,

espera-se que a quantidade seja a minima possivel.

6.6.2 Perfil de dissolucao

O perfil de dissolucdo com seis comprimidos de Myfortic® esta ilustrado na
Figura 73. O gréafico representa a média da quantidade de MPA liberada no primeiro
estagio (120 minutos) e no segundo estagio (130, 140, 150, 165, 180, 210 e
240 minutos). As barras verticais em cada ponto representam os desvios padrédo das

meédias dos resultados das seis cubas.
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Figura 73 - Perfil de dissolucdo de comprimidos de Myfortic® obtido a partir de seis unidades, sistema
de agitacdo pas 50 rpm e de acordo com o procedimento do Método A para dissolugdo de
comprimidos com revestimento entérico (THE UNITED STATES..., 2009).

O revestimento entérico é projetado para resistir ao baixo pH dos fluidos gastricos e
para romper-se ou dissolver-se quando o comprimido entra em contato com o pH
mais elevado do duodeno. Desse modo, revestimentos entéricos representam um
meio de retardar a liberacdo do farmaco até o momento em que a forma

farmacéutica atinja o intestino delgado (AULTON, 1996).

A quantidade de farmaco liberada em 120 minutos de dissolu¢do em HCI 0,1 mol/l foi
desprezivel (0,00%). Os comprimidos permaneceram visualmente integros,

confirmando o resultado obtido no teste de desintegracdo (secdo 6.3.4). Ao
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contrario, observou-se crescente liberacdo do farmaco quando o pH do meio foi
alterado para 6,8. O patamar de dissolucdo € alcancado em 180 minutos,

correspondente a 60 minutos no meio tamponado em pH 6,8.

O estudo comparativo do perfil de dissolucéo foi realizado alterando a velocidade de
rotacdo das pas e o pH do meio de dissolucdo. Os perfis obtidos nas diferentes
condicdes estao representados na Figura 74. Os valores médios de porcentagem de
dissolugéo e os respectivos desvios padréo estao apresentados na Tabela 74.

120 -
———p— 50 rpm pH 6,8
- == - 50rpmpH6,0
S —&— 501pmpH55
% 80 4
@ —= = 75rpmpH 68
2
g
=
S
40 -
0 ‘ ‘ * ‘
0 50 100 250
Tempo (min)

Figura 74 - Perfis de dissolucdo de comprimidos de Myfortic® obtidos em diferentes condicdes.

Tabela 74 - Comparacdo entre os perfis de dissolucdo de comprimidos de Myfortic® obtidos em
diferentes meios de dissolucéo.

Porcentagem de dissolucédo (+ desvio padrao)
Tempo (min)

pH 6,8 pH 6,8 pH 6,0 pH 5,5

75 rpm 50 rpm 50 rpm 50 rpm
120 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
130 1,66 (0,10) 1,84 (0,48) 0,83 (0,07) 0,65 (0,08)
140 37,96 (7,98) 30,72 (7,94) 2,40 (1,56) 0,89 (0,06)
150 83,30 (5,61) 58,74 (9,24) 10,39 (7,11) 1,42 (0,32)
165 101,64 (1,68) 95,01 (4,45) 47,33 (10,84) 11,93 (9,33)
180 102,90 (1,17) 103,83 (1,48) 86,04 (8,56) 36,28 (23,75)
210 103,66 (1,42) 104,13 (1,23) 103,69 (1,31) 86,55 (13,58)
240 103,95 (1,34) 103,93 (1,19) 104,88 (0,96) 96,90 (1,93)
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O estudo comparativo da velocidade de rotacdo pela estatistica t (a = 0,05) esta
representado na Tabela 75. Observaram-se diferencgas significativas na porcentagem
de dissolucdo apenas nos pontos 30 e 45 minutos do segundo estagio,

correspondentes aos intervalos de 150 e 165 minutos de dissolucéo.

Tabela ®75 - Comparacdo entre as velocidades de agitacdo na dissolucdo de comprimidos de
Myfortic™.

Tempo (min) Média (%) ( + desvio padréo) Diferenca Intervalo a 95%
75 rpm 50 rpm entre médias de confianca
10 1,66 (0,10) 1,84 (0,48) -0,18 (-0,63 ; 0,26)
20 37,96 (7,98) 30,72 (7,94) 7,24 (-3,00 ; 17,48)
30 83,30 (5,61) 58,74 (9,24) 24,56 (14,72 ; 34,39)
45 101,64  (1,68) 95,01 (4,45) 6,63 (2,31 ; 10,96)
60 102,90  (1,17) | 103,83  (1,48) -0,93 (-2,66 ; 0,79)
90 103,66  (1,42) | 104,13  (1,23) -0,47 (-2,18 ; 1,25)
120 103,95  (1,34) | 103,93  (1,19) 0,02 (-1,61 ; 1,66)

Verificou-se que a reducdo do pH no segundo estagio dificultou a liberacdo do
farmaco. A comparacdo entre os meios de dissolucdo foi realizada por Anova e
Teste de Duncan (a = 0,05). Os valores de F calculados encontram-se na Tabela 76

e as diferencas entre os tratamentos na Tabela 77.

Tabela 76 - Valores de F calculados entre as médias dos valores de porcentagem de MPA
dissolvidos em cada tempo de coleta dos perfis de dissolu¢do, com pas 50 rpm, nos meios de tampao
fosfato 0,05 mol/l pH 6,8 , 6,0 € 5,5.

Tempo (min) 10 20 30 45 60 20 120
F 30,59 77,64 125,82 139,41 34,51 9,63 56,13

Os valores de F obtidos foram superiores ao valor de F tabelado (3,68) para o nivel
de significancia 0,05. Portanto, as médias da dissolucéo entre os tratamentos foram

diferentes em todos os tempos de coleta.

Com os resultados do teste de Duncan, verificou-se que as quantidades de MPA
dissolvidas no meio tampdo pH 6,8 foram significativamente diferentes quando
comparadas ao meio tampao pH 5,5. Observou-se semelhanca do perfil de
dissolugdo em tampao pH 6,0 com o meio de pH 55 nos tempos iniciais e

aproximacéo com a curva referente ao meio de pH 6,8 no decorrer da dissolucéo.
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Tabela 77 - Teste de Duncan (o = 0,05) entre os valores de porcentagem de MPA dissolvidos em
cada tempo de coleta dos perfis de dissolucdo, com pas 50 rpm, nos meios de tampéao fosfato
0,05 mol/l pH 6,8, 6,0 € 5,5.

Ui po DMS Tratamento (pH) Média (%) Rl

(min) pH 6,8 pH 6,0

6,8 1,84 - -

10 0,37 6,0 0,83 1,01 -
5,5 0,65 1,19 0,18*

6,8 30,72 - -

20 6,03 6,0 2,40 28,32 -
5,5 0,89 29,83 1,51*

6,8 58,74 - .

30 8,67 6,0 10,39 48,35 -
55 1,42 57,32 8,97

6,8 95,01 = -

45 11,16 6,0 47,33 47,68 -
5,5 11,93 83,08 35,40

6,8 103,83 - -

60 18,84 6,0 86,04 17,79* -
5,5 36,28 67,55 49,76

6,8 104,13 - -

90 10,20 6,0 103,69 0,44* -
5,5 86,55 17,58 17,14

6,8 103,93 - -

120 1,83 6,0 104,88 -0,95* -
5,5 96,90 7,03 7,98

DMS = Diferenga minima significativa.

* Diferenga néo significativa.

A menos gue outro limite seja especificado na monografia individual, o critério geral

de aceitacdo para o primeiro estagio constitui no limite maximo de 10% da

guantidade de farmaco dissolvida, em cada unidade, apés 120 minutos de

dissolucdo em HCI 0,1 mol/l. No segundo estagio, recomenda-se um minimo de 80%

da quantidade dissolvida (Q = 75%), em cada unidade, apdés 45 minutos de
dissolugéo em tampéo fosfato pH 6,8 (THE UNITED STATES..., 2009).
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Os comprimidos permaneceram integros e com auséncia de dissolucdo no primeiro
estagio. O limite de 10% n&o se aplica como critério especifico para dissolucédo de
comprimidos de MSD, devido a baixa solubilidade do farmaco no meio HCI 0,1 mol/l.
A quantificacdo restringe-se até 2% da quantidade de farmaco presente na
formulacdo. No segundo estagio, todas as unidades apresentaram dissolucéo

superior a 80% apds 45 minutos nas velocidades de rotacdo utilizadas (50 e 75 rpm).

6.6.3 Validacéo

Os espectros das solugdes placebo e padrao obtidos na faixa A 200 a 400 nm nos
meios tampao fosfato 0,05 mol/l pH 6,0 e 5,5 estdo ilustrados na Figura 75. A
absorcao do placebo em A 250 nm foi inferior a 0,5% da medida obtida para MSD a

100% da concentracao de trabalho em ambas as condicdes.

A ABS 250 nm B ABS 250 nm
MPA 0,5665 MPA 0,5626
2] Placebo 0,0001 51 Placebo 0,0020
157 15
MSD MSD
E A/ E /
Placebo Placebo
057 05
0 0]
T

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 200 20 240 260 280 300 320 340 360

Figura 75 -. Sobreposicdo dos espectros de absorcdo no ultravioleta na faixa A 200 a 400 nm da
solucao placebo e da solucdo de MSD, equivalente a 18 ug/ml de MPA, em tampéao fosfato 0,05 mol/l
(A) pH 6,0 e (B) pH 5,5.

Os métodos demonstraram-se lineares de acordo com os parametros analisados. Os
interceptos das curvas foram diferentes de zero (p < 0,05), entretanto menor que 2%
da resposta obtida a 100% da concentracdo de trabalho, conforme recomendado por
Green (1996). As curvas analiticas estdo representadas na Figura 76 e as anélises

estatisticas apresentadas nos Apéndices M e N.
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Figura 76 - Curvas analiticas de acido micofendlico para avaliacdo da linearidade do método
espectrofotométrico em tampao fosfato 0,05 mol/l (A) pH 6,0 e (B) pH 5,5.

6.6.4 Estabilidade nos meios de dissolucéo

Os valores de absorvancia das solu¢cdes de MSD nos meios de dissolu¢éo, ao longo

de 120 minutos, estao representados na Figura 77.
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0,600 —&—pH68
k]
Q
c
T 0550 -e
3 ' _ N ) -$ it ..g
9 .
<

0,500

0,450 - ; ; ‘

60 90 120
Tempo (min)

Figura 77 - Valores de absorvancias das solugBes de micofenolato de sédio nos meios tampéao
fosfato 0,05 mol/l pH 5,5, 6,0 e 6,8 para verificacdo da estabilidade durante 120 minutos a 37 °C.

As variacdes na medida ao longo de 120 minutos foram inferiores a 2,0% em todas
as condicdes, sendo as maiores variagcdes observadas em pH 5,5. Os valores de
DPR entre as determinacdes foram 1,81% para solu¢cdo em pH 5,5, 1,42% em pH
6,0 e 0,69% em pH 6,8.
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7 CONCLUSOES

Os procedimentos analiticos farmacopéicos propostos para avaliagdo da
identificacéo, pureza e teor de MMF e MSD em matéria-prima permitiram definir um

padrdo de qualidade para os farmacos.

O método cromatogréafico, desenvolvido para o doseamento de MMF e de sua
principal impureza (MPA) em comprimidos, foi seletivo aos produtos de degradacéao
por hidrélise acida e cumpriu com os requisitos de linearidade, precisdo, exatidao e

robustez.

A quantificacdo de MPA nos comprimidos de MMF foi adequadamente realizada por
meio da comparacao da resposta obtida com MPA padrdo e com MMF SQR. Nesse
ultimo caso, o uso do fator de resposta deve ser aplicado para ndo ocorrer a

sobrestimacao da impureza.

O meétodo por espectrofotometria no ultravioleta ndo € seletivo para as impurezas de
MMF. Entretanto, pode ser utilizado como alternativa para o doseamento de MMF

em comprimidos quando o nivel de impurezas € controlado.

O meétodo cromatografico desenvolvido para o doseamento de MSD matéria-prima e
comprimidos foi seletivo aos produtos de degradacao por hidrélise e cumpriu com o0s
parametros de linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. O método por
espectrofotometria no ultravioleta, desenvolvido e validado para MSD comprimidos,
nao apresentou diferenca, quanto a exatidao e precisdo, em comparacao ao metodo

cromatografico (p > 0,05).

Os perfis de dissolucdo do medicamento genérico e referéncia de MMF comprimidos
apresentaram dissolucdo (n=12) superior a 85% em 15 minutos nos meios
HCI 0,1 mol/l, HCI 0,01 mol/l e tampédo fosfato de sédio 0,1 mol/l pH 3,0,

demonstrando que o principio ativo é facilmente liberado pelas formulacdes.

A resisténcia do revestimento entérico dos comprimidos de MSD foi comprovada,

gualitativamente, no teste de desintegracdo e, quantitativamente, no teste de
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dissolugcéo. Os comprimidos permaneceram integros em HCI 0,1 mol/l. Ao contrario,
observou-se a liberacdo do farmaco com o aumento do pH do meio (Q > 75% apos

45 minutos em tampao fosfato pH 6,8).

As propostas de monografias farmacopéicas para MMF e MSD matéria-prima e
comprimidos encontram-se no Apéndice O. Os ensaios e limites estabelecidos foram
baseados nos resultados experimentais obtidos e em recomendacdes cientificas e

regulatérias.
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APENDICES

APENDICE A - Dados de distribuicdo mensal, preco unitario e custo mensal da
distribuicAo de comprimidos de micofenolato de mofetila 500 mg (MMF),
micofenolato de sodio 360 mg (MSD 360) e micofenolato de sédio 180 mg (MSD
180) pela Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais no periodo de junho 2005
a dezembro 2008.

Ano Més Unidades distribuidas (comprimidos) Preco unitario ( R$) Custo da distribuicdo mensal (R$)
MMF MSD 360 MSD 180 MMF MSD 360 | MSD 180 MMF MSD 360 MSD 180
jun 132.700,00 12.480,00 12.240,00 6,79 7,20 3,87 901.033,00 89.856,00 47.368,80
jul 182.150,00 2.160,00 1.320,00 6,79 7,74 3,87 1.236.798,50 16.718,40 5.108,40
ago 67.050,00 1.080,00 840,00 6,79 7,74 3,87 455.269,50 8.359,20 3.250,80
2005 set 159.750,00 10.080,00 6.720,00 6,79 7,74 3,87 1.084.702,50 78.019,20 26.006,40
out 127.750,00 38.760,00 21.960,00 6,41 7,74 3,87 818.877,50 300.002,40 84.985,20
nov 106.900,00 11.880,00 27.240,00 6,41 7,74 3,87 685.229,00 91.951,20 105.418,80
dez 165.550,00 60.000,00 64.440,00 6,41 7,74 3,87 1.061.175,50 464.400,00 249.382,80
jan 60.250,00 31.560,00 30.840,00 6,41 7,74 3,87 386.202,50 244.274,40 119.350,80
fev 74.700,00 39.600,00 28.800,00 6,41 7,74 3,87 478.827,00 306.504,00 111.456,00
mar 91.200,00 38.040,00 36.120,00 6,41 7,74 3,87 584.592,00 294.429,60 139.784,40
abr 96.050,00 39.000,00 25.800,00 6,41 7,74 3,87 615.680,50 301.860,00 99.846,00
mai 102.500,00 48.720,00 34.800,00 6,41 7,74 3,87 657.025,00 377.092,80 134.676,00
2006 jun 107.300,00 41.040,00 52.920,00 2,42 7,74 3,87 259.666,00 317.649,60 204.800,40
jul 100.200,00 51.960,00 23.280,00 2,42 7,74 3,87 242.484,00 402.170,40 90.093,60
ago 83.650,00 42.600,00 40.200,00 2,42 7,74 3,87 202.433,00 329.724,00 155.574,00
set 92.300,00 60.360,00 40.800,00 2,42 7,74 3,87 223.366,00 467.186,40 157.896,00
out 84.850,00 52.320,00 37.200,00 2,42 7,74 3,87 205.337,00 404.956,80 143.964,00
nov 105.650,00 49.080,00 38.520,00 2,42 7,74 3,87 255.673,00 379.879,20 149.072,40
dez 209.350,00 98.880,00 75.360,00 2,42 7,74 3,87 506.627,00 765.331,20 291.643,20
jan 20.750,00 30.000,00 23.520,00 2,42 7,74 3,87 50.215,00 232.200,00 91.022,40
fev 88.950,00 40.680,00 28.680,00 2,42 7,74 3,87 215.259,00 314.863,20 110.991,60
mar 160.000,00 74.520,00 52.440,00 2,42 7,74 3,87 387.200,00 576.784,80 202.942,80
abr 53.900,00 36.720,00 25.080,00 2,42 7,74 3,87 130.438,00 284.212,80 97.059,60
mai 121.200,00 81.480,00 47.040,00 2,42 7,74 3,87 293.304,00 630.655,20 182.044,80
2007 jun 98.900,00 64.080,00 33.840,00 2,42 7,74 3,87 239.338,00 495.979,20 130.960,80
jul 116.250,00 65.640,00 43.440,00 2,42 7,74 3,87 281.325,00 508.053,60 168.112,80
ago 98.200,00 56.040,00 32.640,00 2,38 7,74 3,87 233.716,00 433.749,60 126.316,80
set 116.110,00 75.370,00 39.400,00 2,38 7,74 3,87 276.341,80 583.363,80 152.478,00
out 103.510,00 77.710,00 38.760,00 2,38 7,74 3,87 246.353,80 601.475,40 150.001,20
nov 105.350,00 70.460,00 38.420,00 2,38 7,74 3,87 250.733,00 545.360,40 148.685,40
dez 138.500,00 102.600,00 53.760,00 2,38 6,47 3,24 329.630,00 663.822,00 174.182,40
jan 131.750,00 81.600,00 39.720,00 1,60 6,17 3,08 210.536,50 503.472,00 122.337,60
fev 28.150,00 14.520,00 3.840,00 1,60 6,17 3,08 44.983,70 89.588,40 11.827,20
mar 63.550,00 27.873,00 13.203,00 1,60 6,17 3,08 101.552,90 171.976,41 40.665,24
abr 113.200,00 85.200,00 40.200,00 1,60 6,17 3,08 180.893,60 525.684,00 123.816,00
mai 110.250,00 80.880,00 41.160,00 1,60 6,17 3,08 176.179,50 499.029,60 126.772,80
2008 jun 107.900,00 78.120,00 36.000,00 1,60 6,17 3,08 172.424,20 482.000,40 110.880,00
jul 95.750,00 69.240,00 28.680,00 1,60 6,17 3,08 153.008,50 427.210,80 88.334,40
ago 169.350,00 157.650,00 69.960,00 1,60 6,17 3,08 270.621,30 972.700,50 215.476,80
set 164.150,00 150.720,00 67.320,00 1,60 6,17 3,08 262.311,70 929.942,40 207.345,60
out 96.350,00 93.720,00 47.400,00 1,60 6,17 3,08 153.967,30 578.252,40 145.992,00
nov 207.100,00 137.160,00 62.880,00 1,60 6,17 3,08 330.945,80 846.277,20 193.670,40
dez 68.800,00 58.320,00 37.920,00 1,60 6,17 3,08 109.942,40 359.834,40 116.793,60
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APENDICE B - Andlise de regressdo da curva analitica de micofenolato de sodio
para doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Nivel (%) Area

399,0
394,1
396,5
593,7
596,7
601,2
792,4
794,6
799,8
989,8
994,5
995,2
1185,9
1188,1
1185,6
1384,6
1385,8
1392,0
1581,9
1575,0
1576,0

C (Hg/mi)

43,8 15,78

65,8 23,68

87,7 31,57

109,6 39,46

131,5 47,35

153,4 55,24

175,4 63,14

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normalidade dos Residuos

1999
,99
,95
,80
,50

Probability

,20
,05
,01
,001

Average: -0,0000000
StDev: 3,78788
N: 21

0 5
RES MSD

W-test for Normality
R 0,9873

P-Value (approx): > 0,100

Teste de Durbin-Watson

DW =1,35
Concluséo Intervalos criticos
Correlacéo positiva <1,22
Correlagdo negativa >2,78
N&o correlacionados {1,42-2,58}

N&o conclusivo

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 12 9
mediana -3,60E-01 2,05E-01
dm 4,51E-01 -6,01E-01
SQD 5,41E+01 7,02E+01
Var 6,54E+00
ty 0,932
toors 2,093
p 0,3628

Concluséo: t. <t o975, as variancias dos desvios ndo sao

diferentes (H4 homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

G.L S.Q. Q.M. F D
Regressao 1 3258497,27763 3258497,27763 215749,05 5,40E-40
Residuo 19 286,96047 15,10318
Falta ajuste 5 137,24713 27,44943 2,566852  0,075368
Entre niveis 6 3258634,52476
Erro puro 14 149,71333 10,69381
Total 20 3258784,23810
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA
Coefic. EP Stat t p LC osint  LC o506 sup.
Linear 5,828724 2,283425 2,552623 0,019451 1,049460 10,607988
Angular 24,955949 5,37E-02 464,487944 5,40E-40  24,843495 25,068403

Estatistica de regresséo
R multiplo  0,999956
R? 0,999912
R? ajustado  0,999907
Erro padrdo  3,886281
n 21

Nivel Som. Yk nk

1 1189,6 3

2 1791,6 3

3 2386,8 3

4 2979,5 3

5 3559,6 3

6 4162,4 3

7 4732,9 3

Total 20802,4 21

{1,22-1,42} {2,58-2,78}
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APENDICE C - Espectro DEPT do residuo de micofenolato de mofetila.
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APENDICE D - Espectro HMQC do residuo de micofenolato de mofetila.
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APENDICE E - Espectro HMBC do residuo de micofenolato de mofetila.
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APENDICE F - Anélise de regresséo da curva analitica de micofenolato de mofetila
em HCI 0,1 mol/l para doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

Nivel (%)

C (Hg/mi)

Abs.

20,7

5,18

0,11264

0,11578

0,10811

41,4

10,36

0,21287

0,21224

0,20994

62,2

15,54

0,32170

0,32021

0,31761

82,9

20,72

0,42322

0,42280

0,41745

103,6

25,90

0,53582

0,52704

0,52555

124,3

31,08

0,62447

0,63647

0,63409

145,0

36,26

0,73628

0,74101

0,73452

165,8

41,44

0,85266

0,85470

0,83693

186,5

46,62

0,94368

0,94542

0,95377

207,2

51,80

1,05720

1,05670

1,06210

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normalidade dos Residuos

999
99 +
95 o
80 +
50 +

Probability

20
.05
01 +

Av erage: -0,0000000
StDev: 0,0049104
N: 30

Teste de Durbin-Watson

0,60 0,61
RES MMF

W-test for Normality
R: 0,9945

P-Value (approx): > 0,1000

DW =1,61
Conclusédo Intervalos criticos
Correlagao positiva <135
Correlagao negativa > 2,65
N&o correlacionados {1,49-2,51}

N&o conclusivo

{1,35-1,49} {2,51-2,65}

G.L. S.Q. Q.M. F p

Regressao 1 2,740298  2,740298 109731,77 7,39E-52
Residuo 28 0,000699  2,50E-05
Falta ajuste 8 0,000205 2,5687E-05 1,040534  0,439800
Entre niveis 9 2,740504
Erro puro 20 0,000494  2,4687E-05
Total 29 2,740997
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA

Coefic. EP Stat t p LC gs50inf  LC 950 sup.
Linear 0,003039  0,001971  1,541727  0,134367 -0,000999 0,007076
Angular 0,020313  6,13E-05 331,257866 7,39E-52  0,020188  0,020439

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 15 15
mediana -7,11E-04 1,41E-03
dm 1,57E-04 -1,57E-04
SQD 1,04E-04 1,89E-04
Var 1,05E-05
t 0,266
t o975 2,048
p 0,7923

Concluséo: t. <t o975, @s variancias dos desvios ndo séo
diferentes (Ha homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

Estatistica de regressao
R mdltiplo 0,999872
R? 0,999745
R? ajustado  0,999736
Erro padrdo  0,004997
n 30

Nivel Som. Yk nk

1 0,33653 3

2 0,63505 3

3 0,95952 3

4 1,26347 3

5 1,58841 3

6 1,89503 3

7 2,21181 3

8 2,54429 3

9 2,84287 3

10 3,17600 3

Total 17,45298 30
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APENDICE G - Andlise de regressdo da curva analitica de micofenolato de mofetila
para doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Nivel (%)

C (Hg/mi)

Area

44,3

22,14

394,7

392,6

396,9

66,4

33,22

592,3

592,8

586,8

88,6

44,29

785,8

793,2

795,2

110,7

55,36

985,2

993,1

985,7

132,9

66,43

1185,9

1179,5

1188,7

155,0

77,50

1370,6

1365,0

1383,3

177,2

88,58

1572,2

1579,1

1578,8

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normalidade dos Residuos

999 4
99
95 o
80 4

Probability
8

20 4
05
01 o
,001 4

Average: -0,0000000
StDev: 5,20009
N: 21

-10 -5 0 5
RES MMF

W-test for Normality
R 0,9714

P-Value (approx): > 0,1000

Teste de Durbin-Watson

DW = 2,06
Conclusédo Intervalos criticos
Correlagao positiva <1,22
Correlagao negativa > 2,78
N&o correlacionados {1,42-2,58}

N&o conclusivo

{1,22-1,42} {2,58-2,78}

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 12 9
mediana -6,18E-02 3,45E+00
dm 4,39E-01 -5,85E-01
SQD 7,66E+01 2,79E+02
Var 1,87E+01
t 0,537
too75 2,093
p 0,5977

Concluséo: t. <t o975, as variancias dos desvios ndo séo
diferentes (Ha homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

G.L S.Q. Q.M. F )
Regresséo 1 3245630,173333  3245630,173333 113465,87 2,42E-37
Residuo 19 543,484762 28,604461
Falta ajuste 6 173,144762 28,85746032 1,246745  0,334802
Entre niveis 7 3245803,318095
Erro puro 16 370,340000 23,14625
ﬁ‘otal 23 3246173,658095
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA
Coefic. EP Stat t p LC gswoint LC g5965up
Linear 2,757143 3,142507 0,877370 0,391245 -3,820200 9,334485
Angular 17,753492 5,27E-02 336,846959 2,42E-37 17,643180 17,863805

Estatistica de regressao
R mdltiplo 0,999916
R? 0,999833
R? ajustado  0,999824
Erro padrdo  5,348314
n 21

Nivel Som. Yk nk

1 1184,2 3

2 1771,9 3

3 2374,2 3

4 2964,0 3

5 3554,1 3

6 41189 3

7 4730,1 3

Total 20697,4 21
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APENDICE H - Andlise de regressido da curva analitica de acido micofendlico em
tampao fosfato de sodio 0,05 mol/l pH 6,8 para doseamento por espectrofotometria

no ultravioleta.

Nivel (%) Abs.

0,17867
0,18211
0,18402
0,30542
0,30367
0,30393
0,42428
0,42671
0,43011
0,55036
0,54465
0,54362
0,66777
0,67133
0,66717
0,79047
0,78687
0,79396
0,91530
0,91186
0,91215
1,02760
1,03230
1,03590

C (pg/mi)

34,7 6,24

57,8 10,40

80,9 14,56

104,0 18,71

127,1 22,87

150,2 27,03

173,3 31,19

196,4 35,35

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normalidade dos Residuos

999 4
99 1
95 o
80
50 A

Probability

20 4
05 o
01 o
,001

-0,006 -0,004

Average: -0,0000000
StDev: 0,0026274
N: 24

-0,002 0,000 0,002

RES MPA

0,004

W-test for Normality
R 0,9912

P-Value (approx): > 0,1000

Teste de Durbin-Watson

DW = 1,64
Concluséo Intervalos criticos
Correlacéo positiva <1,27
Correlagdo negativa > 2,73
Né&o correlacionados {1,45-2,55}

N&o conclusivo

{1,27-1,45} {2,55-2,73}

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 12 12
mediana -3,29E-04 1,75E-04
dm -6,66E-05 6,66E-05
SQD 2,56E-05 3,46E-05
Var 2,74E-06
t -0,197
t o075 2,074
p 0,8454

Conclusédo: t. <t o975, as variancias dos desvios ndo sao
diferentes (H4 homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

G.L. S.Q. Q.M. F p

Regressao 1 1,861099 1,861099 256110,02 3,16E-46
Residuo 22 0,000160  7,27E-06
Falta ajuste 6 0,000023 3,7822E-06 0,441153  0,840656
Entre niveis 7 1,861122
Erro puro 16 0,000137  8,5735E-06
Total 23 1,861259
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA

Coefic. EP Stat t p LC gs%int  LC 950 sup.
Linear 0,000254 0,001321  0,192173  0,849369 -0,002485  0,002993
Angular 0,029224  5,77E-05 506,073140 3,16E-46  0,029105  0,029344

Estatistica de regressédo
R muiltiplo  0,999957
R? 0,999914
R? ajustado  0,999910
Erro padrdo  0,002696
n 24

Nivel Som. Yk nk

1 0,5448 3

2 0,91302 3

3 1,28110 3

4 1,63863 3

5 2,00627 3

6 2,37130 3

7 2,73931 3

8 3,09580 3

Total 14,59023 24
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APENDICE | - Andlise de regressdo da curva analitica de acido micofendlico para
guantificacdo de impureza em comprimidos de micofenolato de mofetila.

Massa i
Nivel (%) injetada Area
(H9)

12,2

19,8 0,01239 12,3
11,7

37,6

59,5 0,03717 36,2
36,7

62,8

99,1 0,06195 62,5
62,9

88,6

138,8 0,08673 88,4
88,6

126,3

198,2 0,1239 126,8
127,2

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normalidade dos Residuos

1999
99 -
95 - J
80 -
50 - 5

Probability

,20
,05
,01
,001

-10 -05 0,0 05
RES MPA

Average: -0,0000000
StDev: 0,445634
N: 15 P-Value (approx): > 0,1000

W-test for Normality
R 0,9624

Teste de Durbin-Watson

DW =1,50
Concluséo Intervalos criticos
Correlacéo positiva <1,08
Correlagdo negativa > 2,65
N&o correlacionados {1,36-2,92}

N&o conclusivo

{1,08-1,36} {2,64-2,92}

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 9 6
mediana -1,79E-02 1,45E-01
dm -6,33E-02 9,50E-02
SQD 9,22E-01 2,10E-01
Var 8,71E-02
t -1,018
tooers 2,160
p 0,3271

Concluséo: t. <t o975, as variancias dos desvios ndo sao

diferentes (H4 homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

= CL. SQ. QM. E p Estatistica de regressdo
Regressédo 1 2,3905E+04 2,3905E+04 111774,77 5,79E-27 —
Residuo 22 2,780260  2,14E-01 R mdiltiplo  0,999942
Falta ajuste 6 17,0469 01745 161 0,21 R? 0,999884
Entre niveis 7 23905,8840 R? ajustado  0,999875
Erro puro 16 1,7333 0,1083 Erro padrdo  0,462457
Total 23 2,3908E+04 n ' 5
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA
Nivel Som. Yk nk
Coefic. EP Stat t p LC gss6inf  LC 9506 sup. 1 36,2 3
Tinear 1,060383 0231859 4573390 0,000522  -1,561284 .0,559481 ; Eg'ggggg 2
Angular 1031,34  3,08E+00 334,327344 579E-27  1024,67 1038,00 M 26560000 3
5 380,30000 3
Total 980,8 15
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APENDICE J - Andlise de regressdo da curva analitica de micofenolato de mofetila

para quantificacao de impureza em comprimidos.

Massa )
Nivel (%) injetada Area
(H9)

10,6

21,5 0,01345 10,6
10,8

31,4

64,6 0,04035 31,4
31,8

52,6

107,6 0,06725 53,4
52,9

73,5

150,6 0,09415 73,2
73,4

105,4

215,2 0,1345 105
105,4

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normaildade dos Residuos

1999
,99
,95
,80
,50
,20

Probability

,05
,01
,001

-0,5
Average: -0,0000000

StDev: 0,296907
N: 15

0,0

0,5

RES MMF

Teste de Durbin-Watson

W-test for Normality
R 0,9595

P-Value (approx): > 0,1000

DW = 1,75
Conclusédo Intervalos criticos
Correlagao positiva <1,08
Correlagao negativa > 2,65
N&o correlacionados {1,36-2,92}

N&o conclusivo

{1,08-1,36} {2,64-2,92}

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 9 6
mediana -4,51E-02 -1,72E-01
dm 7,00E-02 -1,05E-01
SQD 4,64E-01 1,72E-01
Var 4,89E-02
t 1,502
toors 2,160
p 0,1570

Concluséo: t. <t o975, a@s variancias dos desvios ndo séo

diferentes (Ha homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

= G.L. S.Q Q.M. F p Estatistica de regressédo
Regressao 1 16152E+04 1,6152E+04 170132,70 3,78E-28 =
Residuo 22 1234153 9,49E-02 R miltiplo  0,999962
Falta ajuste 6 0,6208 0,1035 2,70 0,053 R? 0,999924
Entre niveis 7 16152,1427 R? ajustado  0,999918
Erro puro 16 0,6133 0,0383 Erro padrdo  0,308115
Total 23 1,6153E+04 n ! 5
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA
Nivel Som. Yk nk
Coefic. EP Statt p LC os%int  LC 9506 sup 1 82 8
Tinear 0141530 _ 0,154478  0,016184 0,376254  .0,192199  0,475259 : f:f;’ggg’o 2
Angular 780,93  1,80E+00 412,471455 3,78E-28 776,84 785,02 M 22010000 )
5 315,80000 3
Total 821,4 15




204

APENDICE K - Anélise de regressdo da curva analitica de micofenolato de mofetila
em HCI 0,01 mol/l para doseamento por espectrofotometria no ultravioleta.

Nivel (%) Abs.

0,10722
0,10499
0,10861
0,21703
0,20802
0,20697
0,31987
0,31383
0,32310
0,43125
0,42516
0,42503
0,52781
0,54105
0,53288
0,62551
0,64700
0,62519
0,74274
0,75471
0,74799
0,86193
0,84204
0,85401
0,94795
0,95595
0,96091
1,07140
1,04960
1,06640

C (pg/mi)

20,70 5,18

41,41 10,35

62,11 15,53

82,82 20,70

103,52 25,88

124,22 31,06

144,93 36,23

165,63 41,41

186,34 46,58

207,04 51,76

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normalidade dos Residuos

Probability
8

,001 4

Average: -0,0000000
StDev: 0,0068618
N: 30

0,00
RES MMF

0,01

W-test for Normality
R:

0,9854

P-Value (approx): > 0,1000

Teste de Durbin-Watson

DW = 2,65
Concluséo Intervalos criticos
Correlagao positiva <135
Correlagdo negativa > 2,65
N&o correlacionados {1,49-2,51}
N&o conclusivo {1,35-1,49} {2,51-2,65}

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 15 15
mediana 6,76E-04 3,12E-03
dm 4,33E-04 -4,33E-04
SQD 1,01E-04 4,96E-04
Var 2,13E-05
t 0,513
toors 2,048
p 0,6118

Concluséo: t. <t o975, a@s variancias dos desvios ndo séo

diferentes (H4 homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

Estatistica de regressao

G.L. S.Q. Q.M. F p

Regressao 1 2,797110 2,797110 57461,27 6,32E-48
Residuo 28 0,001363  4,87E-05
Falta ajuste 8 0,000205 2,5617E-05 0,442422  0,881191
Entre niveis 9 2,797315
Erro puro 20 0,001158  5,7903E-05
Total 29 2,798473
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA

Coefic. EP Stat t p LC gsmint  LC 950 sup
Linear 0,000176  0,002752  0,063959  0,949457 -0,005461 0,005813
Angular 0,020539  8,57E-05 239,710801 6,32E-48  0,020363  0,020714

R muiltiplo 0,999756
R? 0,999513
R? ajustado  0,999496
Erro padrdo  0,006977
n 30

Nivel Som. Yk nk

1 0,32082 3

2 0,63202 3

3 0,95680 3

4 1,28144 3

5 1,60174 3

6 1,89770 3

7 2,24544 3

8 2,55798 3

9 2,86481 3

10 3,18740 3

Total 17,54615 30
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APENDICE L - Anélise de regresséo da curva analitica de micofenolato de mofetila
pH 3,0 para doseamento por

em

Nivel (%) Abs.

0,10008
0,10337
0,10513
0,20255
0,20281
0,20116
0,31124
0,30561
0,30252
0,40512
0,40915
0,40635
0,50935
0,51812
0,50528
0,61423
0,60782
0,60796
0,70891
0,70810
0,72169
0,82876
0,82507
0,82273
0,91446
0,91333
0,92079
1,02460
1,01170
1,01980

C (pg/mi)

19.9 4,99

39,9 9,97

59,8 14,96

79,8 19,95

99,7 24,94

119,7 29,92

139,6 34,91

159,6 39,90

179,5 44,88

199,5 49,87

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

tampdo fosfato de sodio 0,1 mol/l
espectrofotometria no ultravioleta.

Normalidade dos Residuos

1999
,99
,95
,80
,50

Probability

,20
,05
,01
,001

-0,01 0,00 0,01

RES MMF
Average: -0,0000000
StDev: 0,0050344

N: 30 P-Valu

Teste de Durbin-Watson

W-test for Normality
R 0,9842

e (approx): > 0,1000

DW = 1,53
Conclusédo Intervalos criticos

Correlagao positiva <135

Correlagao negativa > 2,65

N&o correlacionados {1,49-2,51}

N&o conclusivo {1,35-1,49} {2,51-2,65}
Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe

Estatistica RES 1 RES 2
n 15 15
mediana -9,31E-04 -1,09E-03

dm -6,08E-05 6,08E-05
SQD 8,81E-05 1,51E-04
Var 8,56E-06

t -0,114
t 0,075 2,048

p 0,9102

G.L. S.Q. Q.M. F p

Regressao 1 2,582092 2,582092 97443,90 3,89E-51
Residuo 28 0,000742 2,65E-05
Falta ajuste 8 0,000315 3,9326E-05 1,840517  1,28E-01
Entre niveis 9 2,582406
Erro puro 20 0,000427  2,1367E-05
Total 29 2,582834
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA

Coefic. EP Stat t p LC gsoint  LC g5% sup.
Linear -0,000514 0,002030 -0,252929 0,802171 -0,004672 0,003645
Angular 0,020481 6,56E-05 312,160048 3,89E-51 0,020347 0,020616

Concluséo: t. <t o975, @s variancias dos desvios ndo séo

diferentes (Ha homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

Estatistica de regresséo
R muiltiplo 0,999856
R 0,999713
R® ajustado  0,999702
Erro padrdo  0,005148
n 30

Nivel Som. Yk nk

1 0,308577 3

2 0,60652 3

3 0,91937 3

4 1,22062 3

5 1,53275 3

6 1,83001 3

7 2,13870 3

8 2,47656 3

9 2,74858 3

10 3,05610 3

Total 16,837787 30
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APENDICE M - Anélise de regressdo da curva analitica de acido micofendlico em

tmpao fosfato 0,05 mol/l pH 6,0 para doseamento por espectrofotometria

ultravioleta.

Nivel (%) Abs.

0,18033
0,17686
0,17778
0,30293
0,30305
0,29969
0,42570
0,41451
0,42191
0,54651
0,54639
0,54425
0,67739
0,66871
0,67329
0,79788
0,79593
0,79180
0,91359
0,91900
0,91970
1,04120
1,04090
1,03720

C (pg/mi)

34,4 6,20

57,4 10,33

80,4 14,46

103,3 18,60

126,3 22,73

149,2 26,86

172,2 30,99

195,1 35,13

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

no

Normalidade dos Residuos

1999
,99
,95
,80
,50

Probability

,20
,05
,01
,001

-0,005 0,000 0,005
RES MPA

-0,010

Average: -0,0000000
StDev: 0,0032522
N: 24 P-Value (approx): 0,0966

W-test for Normality
R 0,9646

Teste de Durbin-Watson

DW =2,01
Conclusédo Intervalos criticos
Correlagao positiva <1,27
Correlagao negativa > 2,73
N&o correlacionados {1,45-2,55}

N&o conclusivo

{1,27-1,45} {2,55-2,73}

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 12 12
mediana -7,82E-04 1,14E-03
dm -7,33E-04 7,33E-04
SQD 6,31E-05 3,43E-05
Var 4,43E-06
t -1,706
toors 2,074
p 0,1020

Concluséo: t. <t o975, @s variancias dos desvios ndo séo

diferentes (Ha homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

R 3 G'lL' 1 Q;Sieqi21 1 9Qi2/|1'21 1729F11 0 2 B:E 44 Estatistica de regressdo
egressao , B , , - .
Residuo 22 0,000244  1,11E-05 R m”|2“p|° 0,999936
Falta ajuste 6 0,000073 1,2129E-05 1,134760  0,386771 R 0,999873
Entre niveis 7 1,916194 R? ajustado  0,999867
Erro puro 16 0,000171  1,0689E-05 Erro padrdo  0,003329
Total 23 1,916365 n 24
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA
Nivel Som. Yk nk
Coefic. EP Stat t p LC os%int  LC 95% sup. 1 0,53497 3
Linear -0,007569  0,001631  -4,640366 0,000126 -0,010952 -0,004186 2 0,90567 3
Angular 0,029841  7,18E-05 415825687 2,38E-44  0,029693  0,029990 3 126212 3
4 1,63715 3
5 2,01939 3
6 2,38561 3
7 2,75229 3
8 3,11930 3
Total 14,6165 24
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APENDICE N - Andlise de regressdo da curva analitica de acido micofendlico em
tampao fosfato 0,05 mol/l pH 5,5 para doseamento por espectrofotometria no
ultravioleta.

Nivel (%)

C (pg/mi)

Abs.

34,4

6,20

0,18156

0,18494

0,18302

57,4

10,33

0,31083

0,30809

0,30715

80,4

14,46

0,42692

0,43433

0,43144

103,3

18,60

0,55562

0,55715

0,55216

126,3

22,73

0,67543

0,67993

0,67440

149,2

26,86

0,79779

0,79506

0,80538

172,2

30,99

0,91623

0,91881

0,91161

195,1

35,13

1,03260

1,03420

1,04040

ANOVA PARA REGRESSAO E TESTE DE DESVIO DE LINEARIDADE

Normalidade dos Residuos

1999
,99
,95
,80
,50

Probability

,20
,05
,01
,001

-0,005

Average: -0,0000000
StDev: 0,0039848
N: 24

0,000 0,005 0,010

RES MPA

W-test for Normality
R 0,9893

P-Value (approx): > 0,1000

Teste de Durbin-Watson

DW = 1,50
Conclusédo Intervalos criticos
Correlagao positiva <1,27
Correlagao negativa > 2,73
N&o correlacionados {1,45-2,55}

N&o conclusivo

{1,27-1,45} {2,55-2,73}

Teste de Levene modificado por Brown-
Forsythe
Estatistica RES 1 RES 2
n 12 12
mediana -3,77E-04 6,50E-04
dm -1,44E-04 1,44E-04
SQD 3,38E-05 1,11E-04
Var 6,59E-06
t 0,274
toors 2,074
p 0,7867

Concluséo: t. <t o975, @s variancias dos desvios ndo séo
diferentes (Ha homoscedasticidade).

DADOS AUXILIARES

R A G.lL. 1 565572 1 SégAs.n 1127':94 32 2 GlpE 42 Estatistica de regressao
egressao 3 y ) ’ = T
Residuo 22 0.000364  1,66E-05 R mU';'P'O 0,999902
Falta ajuste 6 0,000175 2,9231E-05 2,473620  0,069180 R 0,999805
Entre niveis 7 1,868747 R? ajustado  0,999796
Erro puro 16 0,000189 1,1817E-05 Erro padréo 0.004070
Total 23 1,868936 n 24
ESTIMATIVA DOS PARAMETROS E SIGNIFICANCIA _
Nivel Som. Yk nk
Coefic. EP Stat t p LC gsopint  LC 9506 sup 1 0,54952 3
Linear 0,004236  0,001994 2,124068 0,045146  0,000100  0,008372 2 0,92607 3
Angular 0,029469 877E-05 335848649 2,61E-42  0,029287  0,029651 3 1.20269 3
4 1,66493 3
5 2,02976 3
6 2,39823 3
7 2,74665 3
8 3,10720 3
Total 14,71505 24
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APENDICE O - Monografias de micofenolato de mofetila e micofenolato de s6dio
matéria-prima e comprimidos para Farmacopéia Brasileira.

MICOFENOLATO DE MOFETILA
Mycophenolas mofetil

Co3H31NOy 433,50 115007-34-6

(4E)-6-(4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-1,3-di-hidredbenzofuran-5-il)-4-metil-hex-4-enoato
de 2-(morfolin-4-il)etila.

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 102,0% deH&NO;), em relagdo a
substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicasP0 cristalino branco ou quase branco.

Solubilidade. Praticamente insolivel em &agua, facilmente sol@rel acetona e
ligeiramente solGvel em etanol anidro.

Constantes fisico-quimicas

Temperatura de fusg¥.2.2): entre 93 °C e 94 °C.
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IDENTIFICACAO

O espectro de absorcdo no infravermelho (V.2.14) ad#ostra, previamente
dessecada, dispersa em brometo de potassio, dpresé@rimos de absor¢cdo somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas dadesirelativas daqueles observados
no espectro de micofenolato de mofetila SQR, pegjftade maneira idéntica.

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solugédoDissolver 0,10 g da amostra em etanol. A soluEdionpida
(V.2.25) e incolor (V.2.12).

Substancias relacionadasProceder conforme descrito e@romatografia liquida
de alta eficiéncigV.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de ddéteaultravioleta a 250 nm;
coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de di&meterno, empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octilsilano ), mantida a 45 °C; fluxo da fase movel de
1,5 ml/minuto. Preparar as solu¢fes imediatamamttesalo uso ou conservar entre 4 °C e 8
°C. Proteger as solucdes da luz.

Solucéo de trietilaminatransferir 3 ml de trietilamina para baldo voluncd
de 1 000 ml e completar o volume com agua. Ajusta para 5,3 com acido fosfoérico.

Fase movel: mistura da solucéo de trietilaminastaaitrila (65:35).

Solucédo (L) dissolver 20 mg da amostra em acetonitrila eirdgara 10 ml com o
mesmo solvente.

Solucéo (2)diluir 1 ml dasolucéao (1)para 100 ml com acetonitrila. Diluir 1 ml da
solucgéo resultante para 10 ml com acetonitrila.

Solucéo (3)dissolver 5 mg de micofenolato de mofetila pdentificacdo dos picos
SQR (micofenolato de mofetila contendo as impurézd3, D, E ,F, G e H) em acetonitrila e
diluir para 2,5 ml com o mesmo solvente.

Procedimento injetar, separadamente, 10 pul de cada solucaceegestmar os
cromatogramas por, no minimo, trés vezes o tempetdacao do pico principal. Os tempos
de retencao relativos ao pico do micofenolato déetiti@ (pico principal) sédo cerca de 0,3
para impureza F, 0,4 para impureza A, 0,5 para iegauH, 0,6 para impureza G, 0,8 para
impureza B, 1,2 para impureza D e 1,6 para impuEez@ teste somente sera valido se o
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cromatograma obtido com solucdo (3)apresentar resolu¢cdo de, no minimo, 2,0 entre os
picos da impureza A e da impureza H.

Para o céalculo do teor da impureza B, multiplicarea do pico por 2,1. Em relagéo
ao pico principal do cromatograma obtido corscducdo (2) a area da impureza F ndo é
maior que cinco vezes (0,5%); a area da impuremadé maior que duas vezes (0,2%) e as
areas das impurezas A, D, E, G e H ndo sao sueer{0rl%). Para qualquer outra impureza:
a area da impureza nao € superior a area do piccigal do cromatograma obtido com a
solucéo (2)(0,1%). Total de impurezas: no maximo, sete vezéasea do pico principal do
cromatograma obtido comsalucéo (2)(0,7%). Limite de exclusdo: 0,5 vezes a area do pi
principal do cromatograma obtido cors@ucao (2)0,05%).

Metais pesadog(V.3.2.3). Proceder conforme descrito &fétodo II No maximo
0,002% (20 ppm).

Perda por dessecacga¢Vv.2.9). Determinar em 1 g da amostra, em estua &C,
sob presséo reduzida, por 3 horas. No maximo 0,5%.

Cinzas sulfatadagV.2.10). Determinar em 1 g da amostra. No maxinéd

DOSEAMENTO

Dissolver 0,22 g da amostra em 50 ml de acidaccénidro e titular com acido
perclérico 0,1M SV determinando o ponto final potenciometricameRtealizar ensaio em
branco e fazer as correcdes necessérias. Cada édidte perclorico 0,M SV equivale a
43,350 mg de &H3;NO;.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Imunossupressor.
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MICOFENOLATO DE MOFETILA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% dantidade declarada
Co3H31NO7, Os comprimidos podem ser revestidos.

IDENTIFICACAO

O tempo de retencao do pico principal do cromatogrdaSolucdo amostreobtida

emDoseamentocorresponde aquele do pico principalStducao padrao

CARACTERISTICAS

Determinacéo de pesgV.1.1). Cumpre o teste.

Dureza(V.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegraca@v.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitariagV.1.6). Cumpre o teste.

Procedimento para uniformidade de contetud®roceder conforme descrito em
Espectrofotometria de absor¢éo no ultraviol§ta2.14). Transferir cada comprimido para
baldo volumétrico de 200 ml e adicionar 150 ml d& 8,1 mol/l. Agitar, mecanicamente, até
desintegracéo e, apds, em ultrassom por 15 minQtwepletar o volume com HCI 0,1 mol/l,
homogeneizar e filtrar. Realizar diluicbes sucessiaté concentracdo de 0,0025% (p/V),
utilizando HCI 0,1 mol/l como solvente. Preparalugéo padrdo nas mesmas condicoes.
Medir as absorvancias das solucées em 250 nngautdo HCI 0,1 mol/l para ajuste do zero.
Calcular a quantidade de#31NO; nos comprimidos, a partir das leituras obtidas.

TESTE DE DISSOLUCAO

Meio de dissolucédcido cloridrico 0,1 mol/l, 900 ml
Aparelhagempas, 50 rpm
Tempo 15 minutos

Procedimentoapods o teste, retirar aliquota do meio de digSalufiltrar e diluir, se
necessario, com acido cloridrico 0,1 mol/l, atécemtracdo adequada. Medir as absorvancias
em 250 nm (V.2.14), utilizandoeio de dissolucdgara o ajuste do zero. Calcular a
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guantidade de £H3;NO; dissolvida no meio, comparando as leituras obtictam a da
solucdo de micofenolato de mofetila SQR na conaeétr de 0,0022% (p/V), preparada no
mesmo solvente.

Tolerancia ndo menos que 80% (Q) da quantidade declarad@,#€:NO; se
dissolvem em 15 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias relacionadasProceder conforme descrito no métodoDaiseamento
Preparar asolugcbes padraetestecomo descrito a seguir.

Solucéo testepesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir jigade de po
equivalente a 25 mg de micofenolato de mofetila f@ldo volumétrico de 50 ml, adicionar
30 ml defase movek deixar em ultrassom por 10 minutos. Completaolame comfase
move) homogeneizar e filtrar.

Solucdo padrao dissolver quantidade, exatamente pesada, de eniclaito de
mofetila SQR ndase mdévek diluir adequadamente de modo a obter solu¢cd®G0D5%

(p/V).

Procedimentoinjetar, separadamente, 25 ul daticbegadraoeteste registrar 0s
cromatogramas por, no minimo, trés vezes o tempetdacao do pico principal e medir as
areas dos picos. O tempo de retengdo relativo @ micofenolato de mofetila (pico
principal) € cerca de 1,4 para o acido micofendli€alcular, individualmente, as
porcentagens das impurezas segundo a equagao:

(Cprct)x(rt/rp)x (1/ F)x100

em que

Cp = concentragcédo, em mg/ml, de micofenolato de niafiedsolucao padrap
Ct = concentragcédo, em mg/ml, de micofenolato de mafetksolucao teste
rp = resposta do pico de micofenolato de mofetilsalacao padrap

rt = resposta do pico de acido micofendlicospéucao teste

F = fator de correcao.

Utilizar 1,4 como fator de correcdo para o calcdl porcentagem de acido
micofendlico e 1,0 para outras impurezas. No maxini8o de acido micofendlico e 0,1%
para outras impurezas.
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DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito gdnomatografia liquida de alta eficiénci@/.2.17.4).
Utilizar cromatégrafo provido de detector ultraeia a 250 nm; coluna de 250 mm de
comprimento e 4,0 mm de diametro interno, empaeotan silica quimicamente ligada a
grupo octilsilano (5um), mantida a 45 °C; fluxo da fase mével de 1,5mmito. Preparar as
solucbes imediatamente antes do uso ou consertrar£fC e 8 °C. Proteger as solu¢cdes da
luz.

Solucao de trietilaminatransferir 10 ml de trietilamina para balédo volano® de
1 000 ml e completar o volume com agua. Ajustargara 3,0 com acido fosférico.

Fase movelmistura dasolucédo de trietilamina acetonitrila (70:30).

Solucdo amostrapesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferirrjigade de pé
equivalente a 25 mg de micofenolato de mofetila fr@i&o volumétrico de 50 ml, adicionar
30 ml defase moévek deixar em ultrassom por 10 minutos. Completaolame comfase
move] homogeneizar e filtrar. Diluir, quantitativamenteara obter uma solucdo com
concentracdo conhecida de 0,05 mg/ml.

Solucdo padrao dissolver quantidade, exatamente pesada, de eniclaito de
mofetila SQR ndase moévee diluir adequadamente de modo a obter solu¢adsandg/ml.

Procedimento injetar, separadamente, 25 pl dsslucbes padrdoce amostra
registrar os cromatogramas e medir as areas dos. @i@lcular a quantidade de;d3;:NO;
nos comprimidos a partir das respostas obtidasgss@ucdes padrde amostra

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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MICOFENOLATO DE SODIO
Mycophenolas natrium

O Na'

C]_?H 1gNaC}5 342,32 37415-62-6
C17H2¢06 320,34 24280-93-1

Sal sédico de 6-(4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-oxétalanil)-4-metil-4-4cido hexandico.

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 102,0% deHNaGs), em relacdo a
substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicasP0 cristalino branco ou quase branco.

Solubilidade. Facilmente solivel em agua, praticamente insoléuelacetonitrila,
pouco soluvel em etanol e solivel em metanol. @naiténte insolivel em &cido cloridrico
0,1 mol/l e facilmente soltvel em hidréxido de £5dj1 mol/l.

Constantes fisico-quimicas

Temperatura de fusg¥.2.2): entre 189 °C e 191 °C.

IDENTIFICACAO

A. O tempo de retencdo do pico principal do cromatogralaSolucdo amostra
obtida emDoseamentocorresponde aquele do pico principaSiducéo padrao
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B. A solucdo da amostra a 1,0% (p/V) em &gua respaadeacdes do ion sédio
(V.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

Metais pesadog(V.3.2.3). Proceder conforme descrito &fétodo IL No maximo
0,002% (20 ppm).

Perda por dessecaca¢v.2.9). Determinar em 1 g da amostra, em estuf@sa°C,
por duas horas. No maximo 2,0%.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito @dnomatografia liquida de alta eficiénci@/.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector ultraeia a 250 nm; coluna de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empaeotan silica quimicamente ligada a
grupo octilsilano (um), mantida a 30 °C; fluxo da fase movel de 1,%mimlito.

Fase movelmistura de metanol e acido fosforico 0,05% (55:45).

Diluente mistura de metanol e agua (55:45).

Solugdo amostratransferir 22,5 mg da amostra, exatamente pesatda, lpalao
volumétrico de 50 ml. Adicionar 30 ml dBluente agitar em ultrassom por 10 minutos e
completar o volume condiluente Transferir 2,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml
completar o volume comliluentee homogeneizar.

Solucdo padrao dissolver quantidade exatamente pesada de &cidofemolico
SQR em metanol de modo a obter solugdo equivakerigl5 mg/ml de micofenolato de
sodio. Transferir 2,0 ml para baldo volumétrica28eml, completar o volume codiluentee
homogeneizar.

Procedimento injetar, separadamente, 25 pl dsslucbes padrdoe amostra
registrar os cromatogramas e medir as areas dos.@alcular o teor de @&;0NaG; na
amostra, a partir das respostas obtidas cosnlagdes padréde amostra
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Imunossupressor.
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MICOFENOLATO DE SODIO COMPRIMIDOS COM
REVESTIMENTO ENTERICO

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% datidade declarada de acido
micofendlico (G7H200g).

IDENTIFICACAO

A. O tempo de retencdo do pico principal do cromatogralaSolucdo amostra
obtida emDoseamentocorresponde aquele do pico principaSiducéo padrao

B. Pesar e pulverizar os comprimidos. Agitar quantigdao po equivalente a 100 mg
de micofenolato de sodio com 10 ml de agua. FiltResponde as reacdes do ion sédio
(V.3.1.1).

CARACTERISTICAS

Determinacéo de pes¢V.1.1). Cumpre o teste.

Dureza(V.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegraca@v.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitariagV.1.6). Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO

ETAPA 1

Meio de dissolucaaacido cloridrico 0,1 mol/l, 750 ml
Aparelhagempas, 50 rpm
Tempo 120 minutos
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Procedimentoapods o teste, retirar aliquota do meio de digsale filtrar. Medir as
absorvancias em 250 nm (V.2.14), utilizando acidoidrico 0,1 mol/l para o ajuste do zero.
Calcular a quantidade de#£,,0¢ dissolvida no meio, comparando as leituras obtidas a
da solucdo de acido micofendlico padrédo, prepa@ddorme descrito a seguir. Pesar,
exatamente, cerca de 11,25 mg de acido micofen8li@gR, transferir para baldo volumétrico
de 50 ml. Dissolver e completar o volume com mdtaDiuir, sucessivamente, com acido
cloridrico 0,1 mol/l até concentracdo de 0,0018%¢)p

Tolerancia ndo mais que 2% da quantidade declarada; g,60Ds se dissolvem em
120 minutos.

ETAPA 2

Apés a retirada da aliquota Béapa 1 adicionar 250 ml de tampao fosfato de sodio $idza
0,2 mol/l e ajustar o pH em cada cuba para 6,&amitlo HCI 2 mol/l. Prosseguir com a
dissolugéo por 45 minutos.

Procedimentoapds o teste, retirar aliqguota do meio de digsale filtrar. Medir as
absorvancias em 250 nm (V.2.14), utilizando mistigaacido cloridrico 0,1 mol/l e tampao
fosfato de sédio tribasico 0,2 mol/l (3 : 1) parajaste do zero. Calcular a quantidade de
C17/H2006 dissolvida no meio, comparando as leituras obtmas a da solucdo de acido
micofendlico padréo, preparada conforme descrdegair. Pesar, exatamente, cerca de 11,25
mg de &cido micofendlico SQR, transferir para balatumétrico de 50 ml. Dissolver e
completar o volume com metanol. Diluir, sucessivai®ecom a mistura de acido cloridrico
0,1 mol/l e tampéo fosfato detampéao fosfato decséritbasico (3 : 1) até concentragdo de
0,0018% (p/V).

Tolerancia ndo menos que 75% (Q) da quantidade declarad&;#dé00s se
dissolvem em 45 minutos.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito eBoseamentona monografia de micofenolato de
sodio. Preparar aolucdes amostra e padr@omo descrito a seguir.

Solucdo amostratransferir cinco comprimidos para baldo volunoétrde 500 ml,
adicionar 275 ml de metanol e deixar em ultrassomilp minutos. Completar o volume com
agua e filtrar. Realizar diluicdes sucessivas abluwente até obter concentracdo de 0,036
mg/ml de acido micofendlico.
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Solucdo padréopesar, exatamente, cerca de 11,25 mg de aciddfenidico SQR,
transferir para baldo volumétrico de 50 ml. Dissole completar o volume com metanol.
Diluir, sucessivamente, codiluenteaté a concentracdo de 0,036 mg/ml.

Procedimento injetar, separadamente, 25 pl dsslucbes padrdoce amostra
registrar os cromatogramas e medir as areas dos. fialcular a quantidade de;{d,00¢)
nos comprimidos a partir das respostas obtidasgss@ucdes padrde amostra

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.

Xl1.4 TAMPOES

Tampao fosfato de sodio tribasico 0,2 mol/l
Preparacédo — Dissolver 76,02 g de fosfato de séid@sico dodecahidratado em 1 000 ml de
agua.



