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RESUMO

Palavras chaves: 1.Carbocisteina, 2.Medicamentos: prazo de validade. 3.

Estabilidade de medicamentos.

A carbocisteina € um mucolitico utilizado nos tratamentos sintomaticos das
infecgdes respiratorias, comercializado sem prescricdo médica. Cabe ao
produtor garantir a qualidade, eficiéncia e seguranca do produto durante o
periodo de validade. A fim de determinar o prazo de validade do produto
farmacéutico realizou-se o estudo de estabilidade acelerado, onde através de
fatores extrinsecos buscou-se a degradagao do farmaco. Arrhenius propds uma
equacao atraves da qual é possivel determinar a energia de ativagcao presente
em uma reagao quimica e correlacionou a cinética quimica a temperatura. O
prazo de validade do xarope de carbocisteina foi determinado através da
aplicagdo do método de Arrhenius. A metodologia de analise do produto foi
validada quanto a linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccgao, limite de
quantificacao, robustez e especificidade. Amostras da preparacido farmacéutica
foram submetidas a degradagao térmica nas temperaturas de 40 °C, 50 °C,
60 °C e 70 °C. A partir dos resultados analiticos aplicou-se a equacado de
Arrhenius e o método grafico que determinaram um prazo de validade de
109,28 dias para o produto armazenado em condi¢des ideais de temperatura, a
25 °C.
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ABSTRACT

Keywords: 1.Carbocysteine, 2.Medicine: shelf life. 3.Stability of medicines.

Carbocysteine has been currently used as a mucolytic agent in adjunctive
therapy of respiractory tract infections. The pharmaceutical industry is
responsible for quality, safety and efficiency of the product during its shelf life.
Shelf life can be determinated through an accelerated stability study where the
degradation of the drug is managed with the extrinsic factors.

According to Arrhenius, there is a relationship between temperature and
chemical kinetic. The shelf life of carbocysteine syrup was determinated with
the Arrhenius method. The syrup assay method has been validated. The
linearity, precision, accuracy, detection limit, quantitation limit, selectivity and
robustness were evaluated. The samples were exposed to drastic conditions at
40 °C, 50 °C, 60 °C and 70 °C just to accelerate the degradation. The results
were analyzed with the Arrhenius equation and through the graphical method.
The proposed shelf life of carbocysteine syrup was 109.28 days when the

dosage form is stored in appropriated conditions, 25 °C.

Xii



Introducado

1. INTRODUCAO

1.1 Importancia do Tema

A Industria Farmacéutica continua sendo um setor vital no ciclo da
assisténcia a saude, na pesquisa e na elaboracdo de produtos que mantenham
e restituam a saude. Na década de 70 presenciou-se uma evolu¢cdo nos
conceitos relacionados com a seguranca e controle de qualidade destes
produtos (REMINGTON,1987).

De acordo com o prescrito nas normas de Boas Praticas de Fabricagéo
e Controle (BPFC) para a industria farmacéutica (ANVISA, 2003%), o controle
de qualidade é responsavel pela avaliagdo de todos os insumos, material de
embalagem, produtos em processo e produtos finais. Este departamento
também monitora a qualidade da area fisica e equipamentos no setor

produtivo.

Mais do que andlises fisico-quimicas, microbiolégicas ou bioldgicas, este
setor monitora a qualidade, seguranca e eficacia de todos os medicamentos
oferecidos a populacdo. Estas caracteristicas devem permanecer constantes
desde o dia em que o medicamento é produzido até o término do seu prazo de
validade. Neste contexto, o estudo de estabilidade torna-se relevante dentro do

controle de qualidade de medicamentos.

Nas Uultimas décadas a avaliacdo da estabilidade de produtos
farmacéuticos tem recebido especial atencao tanto pelos érgéos fiscalizadores
qguanto pelas empresas produtoras. Os primeiros devido a um fator 6bvio, a
eficacia e seguranca na utilizacdo do medicamento, sob uma 6tica fiscalizadora
e regulatoria; além deste ponto de vista, a questdo econdémica, pois 0 custo de
um desvio de qualidade € bastante elevado tornando-se ainda mais
dispendioso no caso de devolucdo ou recolhimento do mercado. J& os Ultimos
visando além da eficacia e da seguranca, também a qualidade do produto, sob

a visdo das BPFC. E dever do fabricante assegurar a qualidade do produto o
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que implica em conhecimento do mesmo garantido através de criteriosa

pesquisa.

A literatura descreve varias maneiras de avaliar a estabilidade de um
produto farmacéutico. Considerando os principais fatores responsaveis pela
degradacdo de um produto farmacéutico é possivel acelerar esta degradacgéo
visando estipular o prazo de validade do produto, ou seja, periodo de vida util
(NUDELMAN, 1975; LACHMAN, 2001).

Os estudos de estabilidade térmica acelerada baseiam-se na exposicao
do produto a temperaturas elevadas que aceleram a cinética quimica
responsavel pela degradacédo do produto. Através de equacdes mateméticas €
possivel extrapolar os dados obtidos no estudo de estabilidade acelerada para
as condicdes ideais de armazenamento do produto — shelf life (tempo de

prateleira).

Apesar dos avancos tecnolégicos no estudo de estabilidade dos
produtos farmacéuticos, a legislacdo vigente reconhece a avaliacdo da
estabilidade de um produto realizado a 50 °C + 2°C e 90% * 5% de umidade
durante 90 dias ou 40 °C * 2°C e 75% * 5% de umidade durante 180 dias como

indicativos do prazo de validade provisorio de um produto ( ANVISA, 2002).

O prazo de validade de um produto farmacéutico é determinado a partir
da avaliacdo do estudo de estabilidade acelerada. Com base neste relatério, na
ocasido do registro do produto é solicitado o prazo de validade provisorio. A
validade definitiva & confirmada somente através do estudo de estabilidade de
longa duracgéo, onde as amostras sdo mantidas a 30 °C = 2°C e 70% + 5% de
umidade e analisadas durante o periodo de validade proposto (ANVISA, 2002).

A carbocisteina € comercializada na forma de xarope e solugcdo oral,
sem prescricdo médica. Em pesquisa ao banco de dados da ANVISA obteve-se
28 registros deste produto. Seu efeito mucolitico deve-se ao grupo tiolico livre
que atua diretamente sobre as mucoproteinas, abrindo as liga¢gdes dissulfeto e

diminuindo a viscosidade do muco. Também tem a capacidade de aumentar a
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sintese da sialomucina, constituinte fundamental do muco brénquico, de que

depende a propriedade reolégica do mesmo.

A avaliacdo da estabilidade acelerada da carbocisteina xarope visando a
previsdo do prazo de validade deste produto vem de encontro a escassez de
informagdes a respeito do mesmo na literatura oficialmente utilizada como
referéncia no Brasil. Através do desenvolvimento de metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e da aplicacdo do método de
Arrhenius determinou-se o prazo de validade do produto carbocisteina na

forma farmacéutica xarope.



Objetivos

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar o prazo de validade da carbocisteina 50 mg/ml xarope
através do estudo de estabilidade acelerada e aplicacdo do método de
Arrhenius.

2.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar e avaliar qualitativamente e quantitativamente a matéria-prima

carbocisteina.

b) Otimizar metodologia analitica em CLAE para o doseamento do xarope

contendo carbocisteina.

c) Validar a metodologia analitica desenvolvida.

d) Efetuar o estudo de estabilidade acelerado do xarope de carbocisteina 50
mg/ml em quatro temperaturas distintas, coletando as amostras periodicamente

e analisando-as conforme metodologia previamente validada.

e) Estipular o prazo de validade do produto através da aplicacdo da Equagdo
de Arrhenius.

f) Comparar os resultados obtidos através de Arrhenius com a estabilidade

acelerada discutida na legislagéo vigente.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas fisico-quimicas

P cristalino branco, praticamente insoluvel na agua, no alcool e no éter.
A carbocisteina dissolve-se nas solugdes diluidas dos acidos minerais e dos
hidréxidos dos metais alcalinos (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2002).

Quimicamente corresponde ao acido (2-R)-2-amino-3-
[(carboximetil)sulfanil] propandico, CsHgNO4S, cuja massa molecular é 179,2

(Figura 1).

H

HO,C—— CH;—— S—— CHy=— C=—COH

NH,

Figura 1. Estrutura Quimica da Carbocisteina.

3.2 Aspectos farmacolégicos

A carbocisteina é indicada como adjuvante no tratamento de bronquites
agudas e cronicas, insuficiéncia respiratéria cronica, rinites, sinusites e
laringites (KOROLKOVAS, 1999). Devido ao seu efeito fluidizante & utilizada
em muitos paises nos casos de bronquite em pacientes infantis (CHALUMEAU,
2002).

O efeito mucolitico da carbocisteina deve-se ao grupo tidlico livre que
atua diretamente sobre as mucoproteinas abrindo as ligagcbes dissulfeto e
diminuindo a viscosidade do muco. Também tem a capacidade de aumentar a
sintese da sialomucina, constituinte fundamental do muco brénquico, de que
depende a propriedade reolégica do mesmo (KOROLKOVAS,1999).
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O farmaco é rapida e completamente absorvido pelo trato gastrintestinal,
atingindo efeito maximo em até 2 horas apos a administragdo. A carbocisteina
parece distribuir-se bem no tecido pulmonar e no muco respiratério, sugerindo
acdo local. E metabolizada através da acetilacdo, descarboxilagdo e
sulfoxidacdo. E eliminada na forma inalterada e de metabdlitos (entre os quais
o acido tiodiglicdlico) pela urina (KOROLKOVAS,1999).

Em doses altas podem ocorrer gastralgias, nauseas e diarréias. A
carbocisteina esta contra-indicada nos casos de hipersensibilidade a
carbocisteina, a pacientes com ulcera gastrica e a recém-nascidos com menos
de 30 dias (KOROLKOVAS, 1999).

3.3 Metodologia analitica de doseamento da carbocisteina

Através de levantamento bibliografico realizado observou-se o numero

reduzido de publicacdes referentes a carbocisteina.

No entanto, segundo a literatura consultada, a carbocisteina presente
em preparagdes farmacéuticas pode ser quantificada por volumetria de
neutralizacéo, através da simples dissolu¢cao da amostra em hidréxido de sédio
0,1N e posterior titulacdo com acido cloridrico 0,1 M utilizando vermelho de
metila como indicador. Andlise da amostra sem carbocisteina (branco) é
efetuada paralelamente. Neste ensaio, cada ml de acido cloridrico 0,1 M
equivale a 17,92 mg de carbocisteina. A volumetria de neutralizagdo em meio
nao-aquoso também constitui uma alternativa de quantificacdo através da
dissolugcdo da amostra em acido férmico e posterior titulacgdo com acido
perclorico e oracet blue como indicador, onde cada ml de acido perclérico é
equivalente a 17,92 mg de carbocisteina (SETHI, 1997).

A carbocisteina pode ser determinada por espectrofotometria no UV-VIS
através da reacao do grupamento sulfidril com p-benzoquinona cujo produto é
detectavel em 352 e 500 nm. Este método € simples, sensivel e seletivo, ndo
sofrendo interferéncias de aminoacidos, uréia, sais e excipientes presentes em

formulacdes farmacéuticas (ZAIA, 1999).
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A determinacdo de mucoliticos como n-acetilcisteina, carbocisteina e
metilcisteina pode ser realizada através de CLAE, utilizando-se como fase
movel acido hexano-sulfonato de sédio 5 mM (pH 2,9), acetonitrila e metanol
(98,6:0,8:0,6), com deteccdo em 220 nm, coluna pBondapak ODS (30 cm X
3,9 mm 1.D.; 10 ym; Waters), injecdes de 10 ul, fluxo de 1 ml/min nas
concentragbes de 0,05 a 3,0 mg/ml. Através destas condi¢gbes analiticas a
carbocisteina apresentou um tempo de retencdo entre 4 e 5 minutos Este
método apresentou-se linear com o r= 0,9999, exatidao superior a 98,2% e
DPR menor que 1%. (TSAI, 1995).

Tratando-se de metodologia para doseamento deste farmaco em
preparacdes farmacéuticas, Suntornsuk descreve método por CLAE, utilizando
acetonitrila e tampao de fosfato monobasico de sddio, pH 2,0 (1:99 v/v), coluna
Inersil ODS-3V C18 (250 X 4,6 mm 5 um) e deteccdo em 240 nm. As amostras
foram preparadas nas concentragbes entre 0,8 a 25,6 mg/ml. Este método

apresentou-se linear, preciso e exato (SUNTORNSUK, 2001).

Ainda por CLAE foi descrito método cuja fase mével era constituida por
tampao de fosfato monobasico de potassio 0,01M e acetonitrila (75:25), coluna
Spherisorb NH; (150 x 4 mm, 5 um) e deteccdo por espectrofotometria no UV
em 220 nm. Através deste método a carbocisteina apresentava tempo de
retencao de 6 minutos. Foi avaliado também a presenca de dois contaminantes
oriundos da degradacdo térmica deste produto. Os mesmos foram
evidenciados no cromatograma apresentando tempos de retengéo inferiores a
carbocisteina (MELUCCI, 1987).

3.4 Estudo de estabilidade

Através da aplicacdo de alguns principios fisico-quimicos € possivel
extrapolar os resultados obtidos a partir de condigbes de armazenamento
exageradamente drasticas na intengdo de prever a estabilidade por periodos

prolongados em condicdes ideais de armazenamento (LACHMAN, 2001).
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A degradacdo de medicamentos € provocada por reacdes de natureza
quimica com velocidades definidas, dependentes da concentragdo de
reagentes, da temperatura, do pH, da radiacdo ou da presengca de
catalizadores. Desta forma, a cinética quimica deve ser considerada a fim de
que o estudo seja efetivo e eficiente (NUDELMAN, 1975; LACHMAN, 2001).

Através da determinacdo da ordem da reacao é possivel verificar a
variagdo da velocidade da reacdo em fungédo da concentracdo dos reagentes.
Desta forma, na sua maioria, as reagbes de degradagcdo dos produtos
farmacéuticos ocorrem de acordo com reacdes de ordem zero, primeira ordem
ou de pseudoprimeira ordem (NUDELMAN, 1975; LACHMAN, 2001).

Reacdes de ordem zero sdo aquelas onde a velocidade de reacédo é
independente da concentragado da substancia reativa e sim de um outro fator
como solubilidade ou absorgcdo da luz em reagdes de fotossensibilidade. Em
estudos de estabilidade nos quais a reagdo de degradacgao € de ordem zero, 0
grafico da concentracdo “C” em fungao do tempo “t” € uma reta com inclinagéo
igual a “k” (Figura 2). O valor de “k” corresponde a concentragao do farmaco
em funcdo do tempo e o intercepto da reta para “t” igual a zero é igual a
constante na equagdo (NUDELMAN, 1975; LACHMAN, 2001).

Equacao correspondente a velocidade de reacao de ordem zero assim

como sua derivada estao representadas a seguir:

C=Co-kt — k=(Co-C)t

Co

Figura 2. Representacao grafica da velocidade da reacdo: ordem zero.
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Reacdes de primeira ordem s&o as aquelas em que as velocidades de
reagcao sdo diretamente proporcionais a concentracdo do reagente, onde o
produto decompde-se em um ou mais produtos. As reagdes de primeira ordem
podem ser representadas pelo grafico do logaritmo da concentragéo “log C” em
funcdo do tempo “t” (Figura 3). Através da aplicagdo da equagao a
representacdo grafica pode ser linearizada (NUDELMAN, 1975; LACHMAN,
2001).

A equacao correspondente a velocidade de reagao de primeira ordem e

sua derivada estao representadas a seguir:

C=Co.e ™ — k=logC/Co (2,303/ 1)

Log C

Figura 3. Representacgéo grafica da velocidade da reagdo: primeira ordem

Reacbes de segunda ordem sao aquelas em que a velocidade da reacao
€ proporcional a concentragdo de dois reagentes, ou a segunda poténcia da

concentracdo de um deles (Figura 4).

A equacao correspondente a velocidade de reagado de segunda ordem e

sua derivada estdo representadas a seguir:

1/C=1/Co+kt — k=1/t(1/C-1/Co)
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C/
a(a-c)

Figura 4. Representagdo grafica da velocidade da reagdo: segunda ordem,

“a" “ "

onde “a” corresponde a concentragao inicial e “c” a concentracédo apoés tempo t.

Esta ordem de reacdo ndo é comum em produtos farmacéuticos, no

entanto, sado estudadas em funcéo das reacdes de pseudo primeira ordem.

Reacbes de pseudo primeira ordem sdo aquelas reagbes de segunda
ordem (dependente da concentragcdo de dois reagentes) que aparentam ser de
primeira ordem. Em casos onde um reagente encontra-se em excesso ou é
mantido em concentracido constante, a velocidade de reacao é determinada em
funcdo de um dos reagentes, ja que o segundo reagente nao provoca alteragao
significativa na concentragao do primeiro. Como exemplo deste tipo de cinética
de reacdo pode-se citar a hidrélise de um éster (NUDELMAN, 1975;
LACHMAN, 2001).

Em situagdbes como solugdes saturadas onde a concentracdo dos
reagentes permanece constante enquanto houver excesso de reagente nao
solubilizado tem-se uma reagao de pseudo ordem zero. Reacgdes de pseudo
ordem zero ocorrem quando em uma suspensdo a decomposicido da parte
solubilizada n&o é controlada através da difusdo (KEDOR-HACKMANN,1998).

A temperatura encontra-se intimamente ligada a velocidade de reagdo. A
elevagdo da temperatura acelera a maioria das reagbes de degradagdo dos
produtos farmacéuticos. Desta forma, através de estudos de estabilidade
acelerada em temperaturas elevadas é possivel verificar a degradacao de

farmacos e prever a validade de prateleira dos produtos (NUDELMAN, 1975).

10
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A literatura descreve varios métodos para o estudo de estabilidade
acelerada, como por exemplo, o0 método empirico, método de Tootill, método
das tabelas de estabilidade, método do coeficiente de temperatura e o método
de Arrhenius (NUDELMAN, 1975).

O método de Arrhenius relaciona a temperatura com a cinética da
reacdo. O prazo de validade de um produto pode ser determinado através do
estudo da cinética quimica observada em trés temperaturas e extrapolagao a
condigdo ambiente ideal, ou seja, 25 °C. Os valores relativos a energia de
ativacao sao obtidos através da Equacao de Arrhenius (NUDELMAN, 1975).

Para garantir a eficiéncia da aplicacdo deste método é importante a
correta avaliacdo da ordem da reacdo, o correto monitoramento das
temperaturas utilizadas no estudo, além da degradagédo minima de 50% do
farmaco (NUDELMAN, 1975).

Existem ainda situagdes em que estatisticamente o método de Arrhenius
podera nao ser valido em fungao principalmente de erros experimentais como a
avaliacdo imprecisa do teor do farmaco e determinagbes incorretas das
constantes de degradacado, k (SOME, 1999). Por outro lado, podem ocorrer
casos em que estatisticamente o método de Arrhenius é perfeitamente
aplicavel, mas a avaliagdo da estabilidade nao corresponde a realidade. No
caso da avaliacdo da estabilidade do farmaco mitonafide o método de
Arrhenius aplica-se perfeitamente na forma farmacéutica liquida, porém, o
mesmo nao ocorre na forma farmacéutica solida. Existem situacbées em que o
mecanismo de degradacao se altera a partir de uma determinada temperatura,
conhecida como temperatura critica. No caso do mitonafide, na forma
farmacéutica solida, a temperatura critica € 80 °C. Em temperaturas superiores
o método de Arrhenius nao é aplicavel. Este mesmo fenbmeno é observado no
estudo de estabilidade da fenilbutazona comprimido (GIL-ALEGRE, 2001).

Existem pelo menos trés situacbes em que a aplicacdo do método de
Arrhenius pode ser incorreta: evaporagao do solvente, baixa umidade e

consequente baixa solubilidade de oxigénio no ar (afetando a estabilidade de

11
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farmacos sensiveis a umidade ou oxigénio) e em sistemas dispersos onde a
viscosidade é reduzida a medida que a temperatura aumenta (LACHMAN,
2001).

3.5 Estabilidade da carbocisteina

Mesmo apresentando diferentes rotas de sintese, a carbocisteina tem
sua origem no aminoacido cisteina que sofre oxidagao originando a cistina, que
apos reacodes catalizadas por zinco em meio acido ou alcalino e reagao com
acido monocloroaceético resulta na carbocisteina (Figura 5). Desta forma, as
reacbes de oxidagcdo sao importantes, pois podem estar relacionadas as
reacdes de degradagdo deste composto. Além da oxidagdo, a cisteina €&
suscetivel a outros processos de degradagdo como reagdes de B-eliminagao e
de racemizagao (UCKO, 1992).

Em relagdo a oxidacéo, a cisteina contém grupamentos tiélicos (grupos
sulfidrila) que podem ser oxidados formando dissulfetos (pontes dissulfito).
Estes compostos naturalmente sofrem ligagdo cruzada e ligam-se
covalentemente a proteinas ou cadeias polipeptideas intra e
intermolecularmente. Dissulfetos podem ser formados pela oxidacado direta da
cisteina (2 cisteinas formam a cistina), pelas reagdes tidlico-dissulfito ou ainda
catalizadas por tracos de cobre e ferro. A estabilidade relativa da cisteina
reduzida depende do potencial redox. A alteracdo do pH para o carater acido
reduz a reatividade oxidativa dos grupamentos tidlicos. Aquecimento e pH
alcalino provocam a destruicdo dos grupamentos dissulfeto. Por exemplo, em
pH 9 e a 50 °C, forma-se um composto atipico “cross-linked” em hirudina,
resultando em uma molécula de menor atividade. (CARSTENSEN e RHODES,
2000; UCKO, 1992).

12
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Figura 5. Rota de sintese da carbocisteina, onde 1- L-cisteina, 2- &cido
cloroacético, 3-carbocisteina, 4- L-cistina, 5- Acido tiomorfolinico 6- lantionina e
7 — sulféxido de carbocisteina (HARTKE, 1996).

Em estudos de fotodegradacdo, a radiagdo ionizante e n&o ionizante
pode causar a inativacdo da cisteina. Esta é particularmente suscetivel a
radiagao nao ionizante, como luz UV. Normalmente observa-se os produtos de
fotodegradacdo em presenca de oxigénio, pH neutro, solugbes aquosas ou
ainda na ruptura da ligagédo dissulfeto. Na carbocisteina a ligagdo S-S nao é
observada, logo, acredita-se que a molécula apresenta melhor estabilidade
frente a fotodegradacao da cisteina (CARSTENSEN e RHODES, 2000).

A carbocisteina apresenta melhor estabilidade em solugédo cujo pH
esteja entre seis e sete. Como provaveis produtos de degradacdo foram

caracterizados o acido tiomorfolinico, a alanina e a lantionina (HARTKE,1996).

13



Andlise da matéria-prima

4.1 Introducéo

A indicagdo de um medicamento em um determinado tratamento é
consequUéncia da sua eficacia correlacionada com sua inocuidade e da sua
conformidade com suas especificacdes de identidade, atividade e pureza
(KOROLKOVAS, 1988). O controle de qualidade da matéria-prima, das
embalagens, do produto semi-elaborado e do produto final normalmente utiliza
especificacdes e metodologias descritas nos cadigos oficiais. Neste estudo, a
metodologia analitica relativa a matéria-prima € baseada na literatura. A
metodologia analitica e especificacbes da especialidade farmacéutica estao
baseados em publicacdes cientificas, caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco e métodos gerais descritos nos cédigos oficiais.

4.2 Materiais

- Substancia quimica de referéncia (SQR)

Carbocisteina (padrdo primario — Farmacopéia Européia), lote la e
validade indeterminada, foi cedido pela Industria Farmacéutica Prati, Donaduzzi

& Cia Ltda, para realizacdo deste estudo.

- Matéria-prima: carbocisteina

7z

A matéria-prima carbocisteina € de procedéncia espanhola, do
laborat6rio Moehs Produtos Quimicos. Foi utilizado o lote 1927, fabricado em
abril de 2003, cuja validade é de abril de 2008.

4.3 Analises
4.3.1 Identificacéo
A identificacdo da matéria-prima carbocisteina foi realizada conforme

descrito na Farmacopéia Européia. Foi realizada a identificacdo por

espectrofotometria na regido do infravermelho. O espectro de absorcdo na
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regido do infravermelho foi obtido em espectrofotbmetro FTIR SHIMADZU,
modelo 8001.

Em um gral de agata foi realizada a mistura de 200 mg de brometo de
potassio (dessecado a 105 °C, por duas horas) e 2,0 mg de Carbocisteina (o
lote 1927). Esta mistura foi transferida para um molde especial e prensada até

formar um disco transparente.

4.3.1.1 Resultados

As atribuicbes das frequéncias principais caracteristicas da

carbocisteina estdo apresentadas na Tabela 1.

O espectro de absor¢cdo do padrdo da carbocisteina na regido do
infravermelho descrito na literatura bem como o espectro da matéria prima

estdo apresentados nas Figuras 6 e 7 respectivamente.

Tabela 1. Frequéncias de absorcdo na regido do infravermelho caracteristicas

para carbocisteina e suas respectivas atribuicoes.

Grupos funcionais Frequéncias (cm™)
COO Banda de estiramento assimétrico em 1410
(6{0) Banda correspondente a carbonila em 1710
"NH3 Banda assimétrica oriunda do estiramento da ligacao
C-NH3 de amina primaria 3200-2800
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Figura 6. Espectro de absorcdo padrdo da carbocisteina na regido do
infravermelho (HARTKE, 1996).
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Figura 7. Espectro de absor¢cédo da carbocisteina (matéria-prima) na regiao do
infravermelho.
4.3.2 Analise da perda por dessecagao

A determinacdo da perda por dessecacdo corresponde ao teor de

umidade presente na amostra. Esta avaliacdo é importante para determinar o

valor real de farmaco presente na matéria prima.

17



Andlise da matéria-prima

A perda por dessecacdo foi determinada através de balanca analitica
com aquecimento através de infravermelho a 110°C. De acordo com a
especificacdo oficial, n&o deve ser superior a 05% (EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2002)

A carbocisteina foi analisada em triplicata. Amostras de 1 g de
carbocisteina matéria-prima foram transferidas para a balangca com
infravermelho e analisadas sob a temperatura de 110 °C durante dez minutos.

Apos analise foi determinada a perda por dessecacao.

4.3.2.1 Resultados

O lote analisado de carbocisteina matéria-prima apresentou 0,4 % de
umidade conforme método apresentado no item anterior relativo a perda por

dessecacéao.

4.3.3 Determinacao de impurezas

A determinacdo de impurezas é considerada um ensaio-limite qualitativo
que visa verificar a presenca ou auséncia de impurezas especificas na matéria-
prima. Neste tipo de procedimento analitico devem-se controlar certos aspectos
que podem interferir na precisdo dos resultados: especificidade do ensaio,
sensibilidade do mesmo e impericia do analista (KOROLKOVAS, 1988).

4.3.3.1 Cinzas sulfatadas

A presenca de cinzas sulfaricas foi determinada em 1,0 g de amostra
exatamente pesada. A amostra foi transferida para o cadinho tarado e a esta foi
adicionado 2 ml de &cido sulfurico diluido R. A amostra foi aquecida
primeiramente em banho-maria e depois em uma mufla a 600 °C até o
desaparecimento das particulas negras. A amostra foi retirada da mufla e apos
arrefecimento, foi adicionado algumas gotas de acido sulftrico diluido R.
Repetiu-se o0 processo de incineracdo. Apdés dois minutos, a amostra foi

retirada da mufla e apos arrefecimento foi adicionado a esta algumas gotas de
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solucéo de carbonato de aménio R. Este ultimo foi evaporado através de uma
banho-maria e a amostra foi incinerada novamente. ApGs dois minutos, a
amostra foi retirada da mufla, arrefecida e pesada. Este ultimo procedimento foi
repetido até a obtencdo de peso constante da amostra (EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2002).

4.3.3.2 Sulfatos

A contaminacado por sulfatos foi avaliada através da analise de 0,5 g da
amostra. A amostra foi dissolvida em 5 ml de acido cloridrico e diluida para 15
ml com agua. Foi preparada uma solucdo contendo 10 ppm de sulfato (SO4")
R1. A 1,5 ml desta solucao adicionou-se 1 ml da solucdo de cloreto de bario R
a 250 g/l. Esta solucdo foi agitada e deixada em repouso por 1 minuto.
Adicionou-se posteriormente 15 ml da solu¢cdo amostra e 0,5 ml de &cido
aceético R. A solucao padréo foi preparada nas mesmas condi¢des utilizando-se
1,5 ml de solucéo a 10 ppm de sulfato (SO4) R em vez da solugdo amostra.
Apo6s 5 minutos, foi observada a opalescéncia das solugdes. A solu¢cdo amostra
deve apresentar opalescéncia inferior a da solucdo padrdo (EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2002).

4.3.3.3 Cloretos

A presenca de cloretos foi avaliada a partir de 33 mg de amostra
dissolvida em 5 ml de &cido nitrico diluido e diluida com agua para o volume
de 15 ml (solucéo I). A 15 ml da solucéo | foi adicionado 1 ml de acido nitrico
diluido. Esta solucéo foi transferida para um tubo de ensaio contendo 1 ml de
solugéo de nitrato de prata R2. Foi preparado um solucdo padrdo nas mesmas
condicOes utilizando-se uma mistura de 10 ml de solucdo a 5 ppm de cloreto
(CNR e 5 ml de agua destilada. Os tubos contendo as solu¢cdes foram
observados contra um fundo escuro (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2002).
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4.3.3.4 Resultados

Segundo a Farmacopéia Européia (2002), a matéria-prima carbocisteina
nao deve apresentar mais do que 0,3% de cinzas sulfuricas, 0,15% de cloretos
e 0,03 % de sulfatos. O lote analisado quanto a presenca de cinzas sulfuricas,
cloretos e sulfatos apresentou-se dentro dos limites especificados para esta

matéria-prima.

4.3.4 Determinacao do teor de carbocisteina por volumetria

O doseamento da carbocisteina pode ser efetuado através de volumetria
em meio ndo aquoso. A Farmacopéia Européia (2002) descreve metodologia
analitica que correlaciona o volume de acido perclérico com a quantidade de
carbocisteina presente na amostra, determinando o ponto final por
potenciometria. O teor de carbocisteina presente na amostra deve estar
compreendido entre 98,5 % e 101,0 %.

Este método foi modificado visando substituir a detec¢do do ponto final
da titulacdo por potenciometria pela utilizagdo de um indicador. Esta alterac&o
foi comprovada através da comparacdo dos resultados analiticos obtidos a
partir da analise de amostras de SQR de carbocisteina de teor conhecido. Os
resultados obtidos foram avaliados quanto a precisdo e exatiddo comprovando-

se que a alteracéo do indicador ndo alterou a eficiéncia do método.

Cerca de 0,150 g da amostra previamente dessecada a 105 °C por 2
horas, foram dissolvidos em 10 ml de &cido férmico anidro R com leve
aquecimento e agitado até completa dissolucdo. A amostra foi adicionado 50 ml
de &cido acético anidro R e 6 gotas do indicador oracet blue B. A amostra foi
titulada com acido perclorico 0,1 N até a viragem do azul para o rosa claro. Foi
preparado um branco da mesma maneira. Cada ml de &cido perclorico 0,1 N
corresponde a 17,92 mg de carbocisteina em relagdo a substancia anidra. O
teor da amostra foi calculado através da equacao:

C=(V-Vb)x1792 x Fc/ M (mg)

20



Andlise da matéria-prima

Onde C: concentracdo da amostra; V: volume de titulante consumido na
titulacdo da amostra; Vb: volume do titulante consumido na titulagao do branco;
Fc: fator de corregédo; M: massa da amostra em mg.

4.3.4.1 Resultados
A matéria-prima de carbocisteina foi analisada em triplicata e os valores

relativos a percentagem de carbocisteina presentes na amostra encontram-se

dentro do especificado pela Farmacopéia Européia (2002) conforme Tabela 2.

Tabela 2. Resultados do doseamento por volumetria em meio ndo aquoso da

carbocisteina matéria-prima.

Amostras Concentracao (%) Média (%) CV%
1 99,65
2 100,23 99,84 0,34
3 99,64

4.4 Discussao

A analise da carbocisteina matéria-prima foi realizada conforme
metodologia analitica descrita na Farmacopéia Européia (2002). Os resultados
descritos nos itens 4.3.1.1, 4.3.2.1, 4.3.3.4 e 4.3.4.1 indicam que o lote de
matéria-prima escolhida apresenta qualidade satisfatoria para a sua utilizacao
no preparo do xarope a ser utilizado no estudo de estabilidade, visto que os

valores obtidos estdo de acordo com as especificacdes farmacopéicas.

O procedimento analitico relativo ao doseamento sofreu adaptacéo
quanto a deteccéo do ponto de viragem da titulacdo no sentido de facilitar a
visualizacdo do ponto final da reacdo e determinar de forma precisa a analise

guantitativa do farmaco.
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5.1 Introducéao

Durante a pesquisa bibliografica realizada foram encontradas poucas
publicacbes referentes a carbocisteina na forma farmacéutica xarope, o que
somado a inexisténcia da monografia deste produto nos compéndios oficiais,
justifica a importancia do desenvolvimento de metodologia analitica para esta
especialidade farmacéutica.

Neste capitulo sera apresentada metodologia analitica para o controle
de qualidade deste produto, na qual para a determinacdo do teor optou-se por
desenvolver um método por CLAE visando principalmente a posterior
realizacdo do estudo de estabilidade acelerada.

Ainda neste capitulo sera apresentada a validacdo do método de
determinacdo do teor de carbocisteina em xarope por CLAE, incluindo a
andlise estatistica dos resultados obtidos.

5.2 Produto farmacéutico

Carbocisteina 50 mg/ml xarope adulto foi acondicionado em frascos de

100 ml de vidro ambar lacrados com tampas VIC 23.

Cada ml contém:

CarbOCIStEING. ....ceei et 50 mg

Excipientes: sacarina sddica, acido citrico, metilparabeno, hidréxido de
sédio, ciclamato de sddio, glicerina, alcool etilico, esséncia de canela, esséncia

de rum, corante caramelo e agua deionizada.

5.3 Avaliacédo das caracteristicas organolépticas

A avaliacdo das caracteristicas organolépticas do produto constitui um
importante indicio da qualidade do mesmo. Alteracbes de cor estdo
relacionadas a alteracbes de pH, desvio de qualidade durante o processo

produtivo e inclusive degradacao do farmaco.
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Alteracbes no odor ou sabor podem ser provocadas por contaminacao

microbiolédgica ou reacdes de degradacao.

O xarope de carbocisteina é um liquido limpido de coloracédo levemente

acastanhada, sabor adocicado e odor caracteristico de rum.

5.4 Identificacdo da carbocisteina

A identificacdo do farmaco presente na formulacdo farmacéutica € de
suma importancia no controle de qualidade do produto final. Normalmente
estes procedimentos baseiam-se na identificacdo de funcdes quimicas ou
determinados grupos quimicos presentes no farmaco, resultando em
precipitacfes, desprendimento de gas, reacdes coloridas ou desaparecimento
de cor (KOROLKOVAS, 1988).

- Identificagéao por formagao de composto corado

A amostra foi dissolvida em solucdo diluida de hidroxido de sédio,
adicionada de nitroprussiato de sodio 25 g/l, desenvolveu-se a coloragédo
vermelha que se torna castanho em minutos (EUROPEAN PHARMACOPEIA,
2002).

- Identificagéo por CLAE

Através da comparacdo do tempo de retencdo do pico principal
observado no cromatograma da solucdo padrdo e da solucdo amostra,
respeitadas as mesmas condi¢cfes analiticas, € possivel efetuar a identificacédo
da amostra. As condi¢cdes cromatograficas foram as mesmas descritas
Suntornsuk (2001).

Equipamento:

Shimadzu HPLC 10 AD VP, bomba LC-10ATVP, degaseificador DGU-
14A, injetor automatico SIL-10AF, detector SPD-10AVP UV e sistema de
registro SCL 10 AVP.
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Coluna cromatografica: Coluna de fase reversa octadecilsilano
C18 — Chromolith Performance RP 18-e (100 x 4,6 mm, 5 pm) — MERCK®,

Fluxo: 1,5 ml/min

Deteccéo: 240 nm

Condicdes Analiticas:
Fase moével: Acetonitrila e solucdo tampéo fosfato monobasico de sédio
10 mM (1:99).

Solugdo padrédo: foram dissolvidas 50 mg de carbocisteina padréo,
exatamente pesadas, em 1 ml da solucdo de NaOH 1N, em baldo volumétrico
de 25 ml, o volume foi completado com fase mével, a fim de obter uma solucéo

de concentracao 2 mg/ml.

Solucdo amostra: Aliquota de 1ml do xarope foi transferida (equivalente
a 50 mg de carbocisteina) para um baldo volumétrico de 25 ml, cujo volume foi
completo com fase moével. O cromatograma da amostra foi comparado com o

obtido para a solucao padrao.

5.4.1 Resultados

Na identificacdo por método qualitativo foram preparadas trés amostras
e realizado procedimento conforme descrito no item 5.4. Nas trés amostras
observou-se a formacdo da coloracdo vermelha que em minutos tornou-se

castanha (reacdo com nitroprussiato de sédio).
Na identificacdo por CLAE foram comparados os tempos de retencéo de

uma solucédo padrdao (Figura 8) e trés amostras de xarope de carbocisteina
(Figura 9).
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Figura 8. Cromatograma da solucdo padrdo de carbocisteina. Fase movel
ACN:Tampéo Fosfato de sédio 10 mM (1:99), deteccdo em 240 nm, fluxo 1,5
ml/min, coluna C 18 — Chromolith Performance RP 18e (100 x 4,6mm, 5 pm).
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Figura 9. Cromatograma da solucdo amostra de carbocisteina. Fase movel
ACN:Tampéo Fosfato de sodio 10 mM (1:99), deteccdo em 240 nm, fluxo 1,5
ml/min, coluna C 18 — Chromolith Performance RP 18e (100 x 4,6mm, 5 pm).
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Na Tabela 3 encontram-se descritos 0s respectivos tempos de retencéao.

Tabela 3. Identificacdo por CLAE da carbocisteina xarope.

Amostra Tempo de retencdo (min) Média DPR
1 1,21
2 1,21 1,21 0,21
3 1,21

5.5 Determinacéao do pH

O pH da carbocisteina xarope foi avaliado através do método
potenciométrico, baseado na mudanca do potencial de uma célula galvanica
(KOROLKOVAS, 1988).

O eletrodo do potenciémetro foi previamente aferido com uma solucéo
padrao de pH igual a 4,0 e outra de pH igual a 7. (F. BRAS. 1V, 1988). Cerca de
10 ml da amostra foram transferidas para um béquer de 50 ml. A amostra foi

analisada em triplicata.

5.5.1 Resultados

As amostras de carbocisteina xarope apresentaram um valor médio de
pH de 5,63.

5.6 Determinacao da densidade

A densidade relativa foi determinada conforme metodologia analitica
descrita na F. BRAS. 1V, 1988. Na determinagéo da densidade foi utilizado um
picndmetro de 5 ml previamente calibrado. A densidade relativa é dada pela

equacéao seguinte:

d= Peso do picnémetro cheio — peso do picndmetro vazio
X

Onde d: densidade e x: massa de agua.
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5.6.1 Resultados

Variagcbes observadas na densidade relativa de um produto liquido
podem indicar alteracbes no processo produtivo. A densidade tambéem é

utilizada na determinacao do volume de envase, onde através da equacao:
d=m/v

Onde d: densidade relativa, m: massa de liquido contida no frasco e v:
volume de liquido acondicionado no frasco (F. BRAS.IV, 1988).

O lote experimental de carbocisteina xarope apresentou a densidade
média de 1,07 g/ml. O volume de envase foi determinado através do método
descrito na F. BRAS. IV (1988).

Conforme a F. BRAS.IV, 1998, a faixa de variacdo permitida para
volumes de 100 ml é de 98,5 a 101,5 ml. O volume médio obtido apresentou

variacao de 0,5 ml, dentro da faixa de variacdo especificada pela Farmacopéia.

5.7 Determinacao de contaminantes microbioldgicos

O produto acabado sofre andlise microbiolégica para determinar a
quantidade de microrganismos viaveis totais e verificar a auséncia de
patégenos. Este procedimento esta baseado no “Método de contagem em
placa” descrito na metodologia para “Contagem de microrganismos viaveis em
produtos que ndo necessitam cumprir os testes de esterilidade”, da F. BRAS.
IV (1988). A pesquisa de patdgenos baseia-se no “Método geral para pesquisa
de patdgenos” descrito no mesmo compéndio oficial. O limite maximo permitido

para bactérias e para fungos é de 100 UFC/m.

5.7.1 Teste para fungos

5.7.1.1 Preparo do meio de cultura — PDA (agar batata dextrosado)

Foram diluidos 39,0 g de Agar Batata Dextrosado em agua para 1000

ml. O meio foi aquecido em microondas até a completa dissolu¢cdo. O meio
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liquido foi transferido para um erlenmeyer de 250 ml, com tampéao de algodao e
papel aluminio. A esterilizacdo foi realizada em autoclave a 121 °C por 15
minutos. No momento do uso, o meio de cultura foi fundido em microondas e

mantido em banho maria a 45 °C + 2 °C.

5.7.1.2 Ensaio

As amostras foram diluidas em tampéo fosfato pH 7,2 contendo 1% de
polissorbato 80, utilizado para neutralizar o conservante presente na
formulacdo. As aliquotas foram transferidas para placas de Petri. Em seguida,
a amostra foi homogeneizada no meio de cultura, movimentando as placas em
forma de oito. As placas foram incubadas a 28 °C por cinco dias. As amostras
foram analisadas em triplicata (F. BRAS.IV, 1988).

5.7.1.3 Resultado

As amostras foram observadas no intervalo de trés e cinco dias de
incubacdo. Nao foi observado o crescimento microbiolégico nas placas

analisadas.

5.7.2 Teste para bactérias

5.7.2.1 Preparo do meio de cultura - RICO

Foram dissolvidos 6,0 g de peptona, 3,0 g de extrato de levedura, 2,0 g
de glicose e 12,0 g de 4gar em agua q.s.p. 1000 ml. Para facilitar a dissolucéo
utilizou-se o microondas. O meio liquido foi transferido para erlenmeyers de
250 ml, com tampao de algodé&o e papel aluminio e esterilizados a 121 °C por
15 minutos em autoclave. No momento do uso, o meio de cultura foi fundido

em microondas e mantido em banho maria a 45 °C + 2 °C.

5.7.2.2 Ensaio
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As amostras foram diluidas em tampéao fosfato pH 7,2 contendo 1% de
polissorbato 80, utilizado para neutralizar o conservante presente na
formulacdo. As aliquotas foram transferidas para placas de Petri. Em seguida,
a amostra foi homogeneizada no meio de cultura, movimentando as placas em
forma de oito. As placas foram incubadas a 35 °C por 2 dias. As amostras
foram analisadas em triplicata (F. BRAS.IV, 1988).

5.7.2.3 Resultado
As amostras foram observadas no intervalo de 24 e 48 horas de

incubacdo. N&o foi observado o crescimento microbiolégico nas placas
analisadas.

5.7.3 Pesquisa de patégenos
5.7.3.1 Preparo do caldo de enriquecimento — Caldo Rico

Foram dissolvidos 6,0 g de peptona, 3,0 g de extrato de levedura, 2,0 g
de glicose em agua g.s.p. 1000 ml. Em microondas foram aquecidos até
completa dissolucdo. Em tubos de ensaio foram dispersos 5 ml de caldo. Os
tubos contendo tampa de algoddo e papel aluminio foram esterilizados a
121 °C por 15 minutos em autoclave. Posteriormente foram armazenados em
geladeira até momento do uso.
5.7.3.2 Ensaio

Amostras preparadas conforme item 5.7.2.2 foram transferidas para

tubos de ensaio contendo caldo rico. Em seguida foram incubadas a 35-37 °C

durante 24-48 horas. As amostras foram analisadas em triplicata.

5.7.3.3 Resultados
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As amostras observadas no intervalo de 24 e 48 horas de incubacéo néo
apresentaram crescimento microbioldgico. Desta forma, ndo foi realizado o
repiqgue nos meios seletivos para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Salmonella sp e Escherichia coli.

5.8 Determinacdo do teor de carbocisteina

A metodologia analitica empregada no doseamento dos farmacos
normalmente baseia-se em rea¢cfes quimicas caracteristicas de determinados
grupos funcionais, ions ou radicais. No entanto, é importante verificar se os
demais constituintes da formulagdo ndo causam interferéncia nestas reacoes

(KOROLKOVAS, 1988).

E importante destacar que a metodologia analitica a ser desenvolvida
para o doseamento da carbocisteina em xarope podera ser utilizada no
controle de qualidade do mesmo, mas principalmente, no estudo de

estabilidade.

Desta forma, optou-se pelo desenvolvimento de metodologia analitica
em CLAE, devido a precisao, sensibilidade e principalmente pela possibilidade
de separacao de excipientes e produtos de degradacéo.

O desenvolvimento desta metodologia foi fundamentada na revisao
bibliografica realizada e nas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e da
especialidade farmacéutica.

A cromatografia € uma técnica de separacdo de componentes de uma
mistura. Os métodos analiticos por CLAE séo preferidos para as analises
quantitativas devido sua especificidade ao farmaco ou associacdo de farmacos
analisados (SWARBRICK E BOYLAN, 2002).

5.8.1 Fase movel
Transferiram-se 2,7598 g de fosfato monobasico de sodio para um balédo

volumétrico de 2 litros e dissolveu-se esta substancia com agua ultrapura. O pH
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foi corrigido com &cido cloridrico HCI 0,1N para 2. O volume foi completado
com Aagua ultrapura para 2 litros. Ap6s homogeneizacdo o tampéo foi utilizado

para preparar a fase moével.

Em uma proveta para preparacdo de fase movel foram pipetados
exatamente 10 ml de acetonitrila grau cromatografico e o restante do volume
de 1 litro foi completado com o tampéo recém preparado. A fase mavel foi
filtrada e degaseificada através de uma membrana GS em éster de celulose

com 0,22 p de poro, 47 mm de didmetro, branca, lisa e hidrofilica (Millipore®).

5.8.2 Equipamento

O sistema cromatografico utilizado foi um Shimadzu HPLC 10 AD VP,
bomba LC-10ATVP, degaseificador DGU-14A, injetor automatico SIL-10AF,
detector SPD-10AVP UV e sistema de registro SCL 10 AVP. A separacao foi
efetuada em temperatura ambiente através de uma coluna de fase reversa
Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm, 5 um, com pré-coluna
constituida pela mesma fase estacionaria da coluna. A deteccéo foi realizada

em 240 nm.

5.8.3 Preparo da solucéo padréo

Os cromatogramas das amostras foram diretamente comparados com
0s cromatogramas obtidos para as solu¢des padrédo preparadas a cada andlise.
Transferiram-se exatamente 50 mg de carbocisteina para um balédo
volumétrico de 25 ml. Posterior solubilizagdo com 1 ml de NaOH 1 N, o volume
foi completado com fase movel, a fim de obter uma solugdo de concentragéo 2
mg/ml. A solucéo padrdo foi filtrada em filtro de 0,22 um (Millipore®) antes da

analise cromatogréfica.

5.8.4 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas através de simples diluicdo com vidraria

volumétrica devidamente calibrada.
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Aliguota de 1ml do xarope (equivalente a 50 mg de carbocisteina) foi
transferida para um baldo volumétrico de 25 ml, cujo volume foi completado
com fase mével. A solugéo amostra foi filtrada em filtro de 0,22 pm (Millipore®)

antes da analise cromatogréfica.

5.8.5 Ensaio

ApoOs estabilizacdo da linha de base, foram realizadas inje¢bes da

solucéo padréao (em duplicata) e das solu¢cdes amostra (em duplicata).

5.8.6 Calculo

Para fins de célculo foi identificado no cromatograma da solugcéo padrao
0 pico e tempo de retencdo correspondente a carbocisteina. Foi realizada a
média das areas obtidas através da analise em duplicata da solugéo padréo.

A concentragdo da carbocisteina presente na formulacdo foi

determinada através da seguinte equacgao:
Ca=(AaxCp)/Ap

Onde Ca: concentracdo da amostra; Aa: area do pico da amostra; Cp:

concentracdo conhecida do padréo e Ap: area do pico do padréo.

5.9 Validacéo

5.9.1 Linearidade

A curva padrdo foi realizada com cinco concentracbes da solucao
padrdo: 1mg/ml, 1,5 mg/ml, 2,0 mg/ml, 2,5 mg/ml e 3,0 mg/ml. Em balbGes
volumétricos de 25 ml foram adicionados 25 mg, 37,5 mg, 50 mg, 62,5 mg e
75 mg de carbocisteina padrdo secundario. Posteriormente, as solu¢des foram
dissolvidas em 1 ml de NaOH 1N. O volume foi completado com fase movel,

para obtencéo das concentracfes descritas anteriormente.
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A linearidade do método proposto foi verificada através da analise das

areas totais dos picos obtidos utilizando o método dos minimos quadrados e

andlise da variancia (ANOVA).

5.9.1.1 Resultados

A Tabela 4 apresenta os valores de areas absolutas obtidas para curva

padrdo, através de CLAE com leitura a 240 nm.

A linearidade do método foi determinada através do calculo da equacao

da reta pelo método dos minimos quadrados (Figura 10).

Tabela 4. Areas dos cromatogramas obtidos para a curva padrdo do método

cromatografico proposto para o doseamento da carbocisteina.

Concentragao
(mg/ml)

Area *

Area média

DPR **

1,0

760454
760609
768171

763078

0,57

15

1120121
1119392
1136603

1125372

0,86

2,0

1508018
1511760
1511391

1510390

0,13

2,5

1885528
1888622
1893310

1889153

0,20

3,0

2275463
2275445
2273853

2274920

0,04

* Cada valor corresponde a média de trés determinagdes.

** Desvio padréo relativo
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Figura 10. Representacao grafica da curva padrao de carbocisteina obtida por

CLAE de fase reversa, detec¢cao em 240 nm.

A Tabela 5 apresenta a ANOVA utilizada para avaliar os resultados
obtidos na elaboracédo da curva padrdo do método apresentado. Verifica-se que
ndo existe desvio significativo da linearidade dos dados utilizados para uma

probabilidade menor ou igual a 0,05.

Tabela 5. Analise de variancia dos dados determinados para construcdo da
curva padrdo de carbocisteina, utilizando método por CLAE em fase reversa

com detecgao em 240 nm.

Fontes de gl SQ QM F
Variacao
Entre 4 4,304E+12 1,076E+12 15,371339
Regressao 4,303E+12 4,303E+12 61,478137 *
Desvio 3 505409645 168469882 0,0024067
Dentro 10 TE+11 7E+10
Total 14 4,304E+12

* significativo para p< 0,05

5.9.2 Precisao

A precisdo foi avaliada quanto a repetibilidade dos resultados das

amostras analisadas. Foram preparadas seis amostras (2 mg/ml) que foram

comparadas diretamente frente a uma solucdo padrao preparada em paralelo.

As solucBes amostra e padrao foram injetadas em duplicata.
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O desvio padrao relativo (DPR), que ndo deve ser superior a 2%, foi

calculado através da equacédo descrita na sequéncia.

DPR = (desvio padrdo /concentracdo média experimental) x 100

5.9.2.1 Resultados

Na Tabela 6 encontram-se os resultados das seis amostras analisadas

em duplicata para determinar a repetibilidade do método analitico.

Tabela 6. Valores obtidos no doseamento de carbocisteina pelo método em
CLAE de fase reversa com deteccédo em 240 nm.

Amostras | Concentragao (mg/ml)* Percentual (%) Média DPR

1 2,05 102,84 103,09 0,34
2,06 103,34

2 2,09 104,76 104,12 0,87
2,07 103,48

3 2,08 104,02 104,86 1,13
2,11 105,70

4 2,07 103,42 104,17 1,02
2,10 104,92

5 2,07 103,50 103,25 0,34
2,06 103,00

6 2,08 103,96 105,03 1,44
2,12 106,10

* Cada valor corresponde a média de duas determinacdes.

O teor médio obtido para a carbocisteina foi de 104,09% com DPR = 1,01.

5.9.3 Exatiddo

A exatiddo foi avaliada através da taxa de recuperacdo. Foram

preparadas trés amostras onde foram adicionadas quantidades pré-

determinadas do padrdo para que estas amostras apresentassem a
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concentracdo tedrica de 105, 110 e 115%. Foram realizadas trés
determinagdes de cada amostra. De acordo com a resolugdo RE 899, o limite
de variacdo permitida para a exatiddo € de 98 a 102% (ANVISA, 2003). A

exatiddo do método foi avaliada através da equacao a seguir:

E = (concentracdo experimental /concentracdo tedrica) x 100
5.9.3.1 Resultados

Na Tabela 7 encontram-se as areas médias obtidas para as trés
concentragfes analisadas, isto €, amostra adicionada de 5%, 10% e 15% de

padrédo. A exatidao foi calculada através da equacéo descrita no item 5.9.3.

Tabela 7. Avaliacdo da Exatiddo do método de doseamento da carbocisteina
por CLAE em fase reversa e detecgdo em 240 nm.

Areas Conc. Tedrica (%) Conc. Experimental (%)* | Exatidao
1617515 105,00 106,52 101,44
1660357 110,00 109,34 99,40
1739831 115,00 114,57 99,62

*Cada valor corresponde a trés determinacdes.

5.9.4 Limites de quantificacdo e deteccéo

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram calculados a partir da
curva de calibracdo obtida experimentalmente utilizando-se as seguintes

equacoes:

LD = (desvio padrao do intercepto da reta x 3,3) / inclinagao da reta

LQ = (desvio padrao do intercepto da reta x 10) / inclinagcédo da reta

5.9.4.1 Resultados

O método apresentou limite de deteccao igual a 36,41 pg/ml e limite de

quantificacao igual a 110,35 pg/ml.
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5.9.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada através da analise de uma amostra
equivalente a concentracdo de 100 % de analito sob condicbes analiticas
alteradas propositalmente. A amostra foi relacionada com um padréo analisado
em condi¢des normais do método a fim de verificar-se a preciséo e exatiddo do

resultado sob condi¢des diversas ao preconizado no meétodo.

Segundo a RE 899 (ANVISA, 2003) o método é considerado robusto
quando mesmo diante das variagGes arbitrarias, os resultados se mantiverem
precisos e exatos. Desta forma, em cada variagéo avaliada foram calculadas a
precisdo e exatiddo através das equacOes apresentadas nos itens 5.9.2 e

5.9.3, respectivamente.

Na sequUéncia encontram-se 0s resultados obtidos para as amostras
analisadas sob diferentes comprimentos de onda, concentracao, fluxo e pH da

fase mdvel bem como os diferentes lotes de coluna cromatogréfica.

5.9.5.1 Resultados

As Tabelas 8, 9, 10, 11, e 12 ilustram os resultados obtidos na avaliacao

dos diferentes parametros na analise da robustez do método por CLAE.

Tabela 8. Teste de robustez do método de doseamento de carbocisteina por
CLAE em fase reversa cujo comprimento de onda UV-VIS de deteccdo foi

alterado.

Amostra * (mg/ml) 235 nm 243 nm 247 nm

1 1,86 2,10 2,06

2 1,86 2,09 2,06

3 1,88 2,09 2,07

Média 1,87 2,09 2,06
Desvio padrao 0,5949 0,1544 0,2088
Precisédo 0,6366 0,1476 0,2026
Exatidéo 93,45 104,59 103,08

*concentragao tedrica 2mg/mi
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Tabela 9. Teste de robustez do método de doseamento de carbocisteina por

CLAE em fase reversa cuja concentracdo da fase moével foi alterada.

Amostra (mg/ml) 97: 3 96: 4 98: 2
1 1,96 2,02 2,01

2 1,97 2,02 2,00

3 1,98 2,01 2,01

Média 1,97 2,02 2,01
Desvio padrao 0,0132 0,0015 0,0021
Preciséo 0,6694 0,0749 0,1067
Exatidao 98,61 100,82 100,34

*concentragdo tedrica 2mg/ml

Tabela 10. Teste de robustez do método de doseamento de carbocisteina por
CLAE em fase reversa cujo pH da fase movel foi alterado.

Amostra (mg/ml) pH 1,7 pH 2,3 pH 1,5
1 1,93 2,05 1,97

2 1,93 2,01 1,96

3 1,93 2,06 1,94

Média 1,93 2,04 1,95
Desvio padrao 0,0036 0,0241 0,0155
Preciséo 0,1850 1,1804 0,7928
Exatidao 96,54 101,89 97,69

*concentracao teérica 2mg/mi

Tabela 11. Teste de robustez do método de doseamento de carbocisteina por

CLAE em fase reversa cujo fluxo da fase movel foi alterado.

Amostra (mg/ml) 1,00 ml/min 1,2 mli/min 1,7 ml/min

1 1,95 1,97 2,00

2 1,95 1,96 2,00

3 1,96 1,97 1,98

Média 1,96 1,97 1,99
Desvio padrao 0,0019 0,0018 0,0096
Precisao 0,0996 0,0909 0,4807
Exatidao 97,77 98,35 99,69

*concentragdo tedrica 2mg/mi
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Tabela 12. Teste de robustez do método de doseamento de carbocisteina por

CLAE em fase reversa com diferentes lotes de colunas analiticas.

Amostra (mg/ml) Lote 1 Lote 2 Lote 3

1 1,96 1,96 1,96

2 1,96 1,96 1,95

3 1,95 1,96 1,96

Média 1,96 1,96 1,96
Desvio padrao 0,0035 0,0009 0,0057
Precisédo 0,1766 0,0464 0,2898
Exatidao 97,76 98,19 97,80

*concentragdo tedrica 2mg/ml

5.9.6 Especificidade

A especificidade foi avaliada através da analise de amostra contendo o
farmaco, amostras do placebo e amostras do xarope de carbocisteina exposto
a 70 °C. Esta ultima avaliacdo visa a determinar a interferéncia de picos de
degradacédo no pico de carbocisteina bem como verificar se 0 método é capaz

de detectar tais substancias.

5.9.6.1 Resultados

O grande desafio na analise de preparacfes farmacéuticas € evitar a
interferéncia dos demais excipientes. A CLAE constitui uma ferramenta
importante, pois a separacdo entre farmaco e excipientes é facilitada através
do desenvolvimento de métodos compativeis com as caracteristicas da

amostra a ser analisada.

Na Figura 11 é possivel observar que os excipientes da formulagdo néao

interferem no pico da carbocisteina.

No cromatograma do xarope de carbocisteina exposto a 70 °C nao

houve interferéncia de picos de degradacéo no pico do farmaco (Figura 12).
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Figura 11. Sobreposicdo dos cromatogramas da solucéo padréo e placebo do
xarope de carbocisteina. Fase mével ACN:Tampéo Fosfato de sédio 10 mM
(1:99), deteccdao em 240 nm, fluxo 1,5 ml/min, coluna C 18 - Chromolith
Performance RP 18e (100 x 4,6mm, 5 pum).
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Figura 12. Cromatograma do xarope de carbocisteina a 70 °C (21 dias).

Condicdes cromatogréficas idénticas as condicbes exibidas na Figura 11.
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5.10. Discussao

Na auséncia da monografia do produto carbocisteina xarope na literatura
oficial, tomando como base o0 preconizado na literatura através dos métodos
gerais, foram otimizadas a metodologia analitica e especificacbes para o
produto carbocisteina xarope. Os resultados obtidos nas analises efetuadas
comprovam a qualidade fisico-quimica e microbiol6gica do xarope produzido
(F. BRAS. IV, 1988).

O xarope de carbocisteina apresenta pH levemente acido visando a
prevencdo da contaminacdo microbiana. O limite de variacdo permitido para
este medicamento é de 4,5 a 6,5. Cerca de 0,2 g de carbocisteina dissolvidas
em 20 ml de agua isenta de dioxido de carbono apresenta valor de pH entre 2,8
a 3,0 (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2002). O xarope apresentou pH mais
alto em relacdo a matéria-prima em funcédo da melhor solubilizagdo do farmaco

em hidréxido de sédio.

Na avaliacdo da qualidade microbiolégica do produto o método
empregado foi baseado na F. BRAS. IV (1988), no entanto, os meios de cultura
empregados foram adaptados. O meio RICO apresentado, formulado a partir
das necessidades basicas das células bacterianas, apresenta uma fonte de
carbono, nitrogénio e dgua. O PDA é comumente utilizado em pesquisas de
controle ambiental e também atende as necessidades basicas de fungos e/ou
leveduras. Estas adaptacdes foram avaliadas através da utilizacdo simultanea
do meio RICO e PDA em paralelo aos meios de cultura preconizados pela F.
BRAS. IV (1988). Nao foram observadas variacdes nos resultados em ambas

avaliacoes.

O método analitico escolhido para o doseamento da carbocisteina foi
inicialmente proposto por Suntornsuk (2001). Este método foi adaptado em
relacdo a coluna analitica, que ao invés da Inersil ODS-3V (250 x 4,6mm e
5um) foi utilizada uma Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm, 5 pum.

As demais condi¢des, como fase movel, deteccdo e fluxo foram mantidas. O

42



Andlise do produto carbocisteina xarope

método apresentou-se linear, preciso e exato assim como o0 anteriormente
proposto (SUNTORNSUK, 2001).

Observando-se os cromatogramas obtidos verifica-se que o tempo de
retencdo da carbocisteina € pequeno (1,10 minutos), o que sugere uma baixa
afinidade pela fase estacionaria o que poderia prejudicar a analise. No entanto,
sob eluicdo isocratica, tempos de retencdo entre 2 e 6 minutos sao
considerados 6timos e, normalmente, valores entre 1 e 10 sdo considerados
normais (SWARBRICK e BOYLAN, 2002).

Ainda, é possivel verificar nos cromatogramas a simetria dos picos
formados (1,5) e a auséncia de interferentes como 0s excipientes presentes na

formulacdo e eventuais produtos de degradacao (Figuras 11 e 12).

A linearidade do método foi comprovada através da equacdo da reta,
calculada através do método dos minimos quadrados, cujo coeficiente linear
obtido foi 0,9999 e também atravées da ANOVA. A andlise estatistica
comprovou a regressao linear nas concentracdes utilizadas e a auséncia do

desvio da linearidade.

A precisdo foi avaliada através da repetibilidade na andlise de seis
amostras. O DPR calculado (1,01) é considerado satisfatorio, pois segundo a
RE 899, admitem-se valores de DPR de até 2,0. (ANVISA, 2003?).

A exatiddo calculada através da porcentagem de recuperacdo em
amostras adicionadas de quantidades de padrdo conhecidas também foi
considerada satisfatoria. Os valores variaram de 99,40 a 101,44%,
encontrando-se dentro da variagdo permitida pela RE 899 (ANVISA, 20032).

Nas alteracbes provocadas arbitrariamente visando testar a robustez do
método, percebe-se que a precisdo e a exatiddo do método variaram conforme
o tipo de alteracdo efetuada. A deteccao foi avaliada através de pequenas
modificagcdes no comprimento de onda de leitura, nas quais o método manteve

sua precisdo, mas nao a exatiddo. Mesmo diante das alteracdes expressivas
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da concentracdo da fase organica e fluxo da fase mével, o método manteve-se
preciso e exato. A variagdo de pH proposta sugere que o método néo é preciso
e exato em valores de pH inferiores a 2,0. Destaca-se que valores abaixo de
2,0 também né&o sdo recomendados, pois podem danificar a coluna analitica. A
utilizacdo de diferentes colunas ndo determinou alteracdes significativas na
precisao e exatiddo do método. Portanto, parametros como pH da fase movel e
comprimento de onda precisam ser monitorados visando garantir a exatidao do

método analitico.

O método descrito foi considerado preciso, exato, linear e especifico a
partir da validagcdo realizada. No entanto, observando-se o0s parametros
cromatograficos como numero de pratos teoricos e fator capacidade (K’)
verifica-se a necessidade de que os mesmos sejam melhor avaliados a fim de

nao comprometerem o método analitico.

Finalmente com base nos dados obtidos é possivel afirmar que o
método otimizado encontra-se validado e podera ser aplicado com seguranca
na analise de carbocisteina na forma farmacéutica xarope nos ensaios de

rotina do controle de qualidade.
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CAPITULO lll - ESTABILIDADE TERMICA
6.1 Introdugao

Foi demonstrado experimentalmente que a velocidade da reacédo é
influenciada pela temperatura. Isto ocorre porque, para reagir, a molécula
necessita de uma determinada energia de ativagdo (AE). O aumento da
temperatura podera fornecer a quantidade de energia para que a molécula
possa reagir. E importante ainda ressaltar que apenas uma regido minima da
molécula é capaz de absorver calor, esta é conhecida pelo fator Boltzmann
e “FRT (KEDOR-HACKMANN, 1998).

Portanto, quanto maior a necessidade de energia para ativagao, menor o
numero de moléculas que absorvem esta energia e mais lenta a velocidade de

reagcao em uma determinada temperatura.

Em 1889, Arrhenius apresentou a seguinte equacao para a relagéo entre

a temperatura e a cinética de reacgao:
log K=Log A - (AE/ 2,303 . RT)

Onde K: constante de velocidade de reagao; A: fator de frequiéncia; AE: energia
de ativacdo; R: constante dos gases perfeitos (1,987); T: temperatura absoluta

(em Kelvin).
6.2 Parte experimental
6.2.1 Estudo de estabilidade acelerado

O aumento da temperatura € um dos fatores que permite acelerar a
cinética de degradagdo das substéncias quimicas. Esta condicdo €, sem
duvida, a mais utilizada em estudo de estabilidade tanto de farmacos como de
preparacdes farmacéuticas. Normalmente associam-se condi¢des drasticas de

umidade a temperatura elevada (USP, 27). Segundo o ICH (1996) existem
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quatro zonas climaticas internacionais. A determinacdo de cada zona foi
baseada em dados de temperatura e umidade relativa do ar, obtidos ao ar livre
e em locais de armazenamento (KEDOR-HACKMANN, 1998) *.

O estudo de estabilidade acelerado € uma ferramenta muito util no
desenvolvimento e registro de preparagdes farmacéuticas, pois permite
estipular um prazo de validade provisorio para as mesmas. A validade
provisoria € confirmada através do estudo de estabilidade de longa duracao

também sob condigdes de temperatura e umidade definidas.
6.2.2 Condigoes do estudo

Um lote experimental do produto carbocisteina xarope adulto foi
preparado especificamente para realizacdo do estudo de estabilidade. O
produto foi envasado em frascos de vidro que, apds identificacdo, foram
armazenados em trés estufas (QUIMIS ©), previamente estabilizadas com as

seguintes temperaturas: 40 °C, 50 °C, 60 °C e posteriormente a 70 °C.

Trés frascos de xarope foram analisados em duplicata, em cada tempo e
a cada temperatura de armazenamento. O cronograma de retirada de amostras
foi rigorosamente cumprido. As amostras retiradas da estufa foram

estabilizadas a temperatura ambiente e imediatamente analisadas.
6.2.3 Metodologia analitica

As amostras submetidas a degradacgdo térmica foram avaliadas quanto
as propriedades organolépticas, pH, teor de carbocisteina e presenga de

contaminantes microbioldgicos.

O pH foi medido através de método potenciométrico conforme descrito

no item 5.5.

*KEDOR-HACKMANN, Erika Rosa Maria. Apostila Estabilidade de Produtos

Farmacéuticos e Cosméticos. Universidade de Sio Paulo, 1998.
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O teor de carbocisteina foi avaliado através de método por CLAE
desenvolvido e validado conforme exposto anteriormente. Os cromatogramas
foram impressos e avaliados quanto ao teor observado nas amostras e a

evidéncia ou ndo da formagao de produtos de degradagéo.

As amostras foram submetidas a avaliagdo microbiolégica, conforme
metodologia anteriormente apresentada, para verificar a presenga de
contaminantes microbiolégicos que poderiam ser responsaveis pela
degradacdo do produto ou das alteragbes organolépticas observadas nas

amostras.

6.3 Resultados

6.3.1 Propriedades organolépticas

Sob as condi¢des anteriormente citadas o produto apresentou alteragao
de cor, com mudanga da cor amarela original para o castanho escuro e
alteracdo do odor original de canela e rum para um odor desagradavel. A
alteragdo de cor pode ser visualizada através da Figura 13, que compara
amostra produzida em agosto de 2001, mantida no retém a 25°C (amostra de
referéncia futura), amostra produzida em margo de 2004 e, por ultimo, amostra

submetida a 50 °C (ao término do estudo).
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Figura 13. Alteracado de cor (da esquerda para a direita): carbocisteina xarope

(amostra retém); carbocisteina xarope (mar/04); carbocisteina xarope a 50 °C.
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6.3.2 Analise microbiolégica

Sob as condigdes citadas no item 5.7, o produto foi avaliado quanto a

presenca de contaminantes microbioldgicos. As amostras analisadas nao

apresentaram contaminagao microbiologica de acordo com o meétodo utilizado.

Este dado comprova a eficiéncia do conservante utilizado na formulagao.

6.3.3 Avaliacao do pH

Os valores indicados nas Tabelas 13, 14, 15 e 16 correspondem a
analise do pH das amostras submetidas a 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C.

Tabela 13. Avaliacdo do pH das amostras de xarope de carbocisteina a 40 °C.

Dias Amostra 1 | Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio

Padréo
0 5,63 5,63 5,63 5,63 0,00
72 5,65 5,62 5,59 5,62 0,03
81 5,60 5,63 5,60 5,61 0,02
90 5,47 5,50 5,51 5,49 0,02
100 5,56 5,59 5,60 5,58 0,02
110 5,55 5,56 5,54 5,55 0,01
120 5,46 5,45 5,42 5,44 0,02

Tabela 14. Avaliacdo do pH das amostras de xarope de carbocisteina a 50 °C.

Dias Amostra1 | Amostra2 | Amostra 3 Média Desvio

Padrao
0 5,63 5,63 5,63 5,63 0,00
12 5,63 5,62 5,61 5,62 0,01
24 5,49 5,41 5,61 5,50 0,10
54 5,50 5,32 5,50 5,44 0,10
72 5,56 5,59 5,58 5,58 0,02
84 5,54 5,56 5,53 5,54 0,02
96 5,49 5,61 5,60 5,57 0,07
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Tabela 15. Avaliacdo do pH das amostras de xarope de carbocisteina a 60 °C.

Dias Amostra1 | Amostra2 | Amostra 3 Média Desvio

Padrao
0 5,63 5,63 5,63 5,63 0,00
3 5,41 5,41 5,50 5,44 0,05
6 5,69 5,80 5,69 5,73 0,06
12 5,70 5,60 5,47 5,59 0,12
18 5,31 5,31 5,40 5,34 0,05
27 5,58 5,39 5,59 5,52 0,11
30 5,53 5,51 5,51 5,562 0,01

Tabela 16. Avaliacdo do pH das amostras de xarope de carbocisteina a 70 °C.

Dias Amostra 1 Amostra 2 | Amostra 3 Média Desvio

Padrao
0 5,61 5,81 5,10 5,51 0,37
3 5,64 5,02 5,19 5,28 0,32
5 5,65 5,71 5,32 5,56 0,21
9 5,63 5,71 5,84 5,73 0,11
11 5,61 5,63 5,65 5,63 0,02
15 5,61 5,63 5,65 5,63 0,02
21 5,66 5,63 5,65 5,65 0,02

6.3.4 Determinacgao do teor de carbocisteina

O doseamento da carbocisteina foi realizado através de método analitico
por CLAE previamente validado de acordo com o item 5.9. As amostras foram
analisadas em duplicata, totalizando seis determinagdes para cada tempo. Os
dados estdo ilustrados nas Tabelas 17, 18, 19 e 20. Os resultados de cada
amostra correspondem a média da determinacdo em duplicata. Foi calculada a
média das trés amostras, apresentando o resultado em porcentagem e

concentracao de carbocisteina em mg/ml.
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Tabela 17. Teor de carbocisteina nas amostras a 40 °C.

Dias | Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 | Média (%) | Concentragao
(%) (%) (%) (mg/ml)
0 104,67 104,67 104,67 104,67 52,34
72 94,82 95,21 95,04 95,02 47,51
81 87,23 85,58 85,06 85,96 42,98
90 81,73 75,26 74,06 77,01 38,51
100 74,00 72,78 72,65 73,14 36,57
110 71,21 71,46 71,34 71,33 35,67
120 58,93 55,05 57,50 57,16 28,58
Tabela 18. Teor de carbocisteina nas amostras a 50 °C.
Dias | Amostra 1 Amostra2 | Amostra 3 Média (%) | Concentracéo
(%) (%) (%) (mg/mi)
0 104,67 104,67 104,67 104,67 52,34
12 100,05 99,97 100,30 100,11 50,05
24 99,33 99,12 98,41 98,95 49,47
54 95,44 95,18 95,99 95,54 47,77
72 94,82 95,21 94,39 94,80 47,40
84 89,09 87,74 87,62 88,15 44,07
96 86,80 86,02 85,61 86,14 43,07
Tabela 19. Teor de carbocisteina nas amostras a 60 °C.
Dias | Amostra1 | Amostra2 | Amostra 3 Média (%) | Concentracao
(%) (%) (%) (mg/ml)
0 108,09 108,43 108,53 108,35 54,18
3 100,86 103,51 102,68 102,35 51,17
6 87,08 86,50 87,91 87,16 43,58
12 86,06 85,51 85,70 85,76 42,88
18 72,79 72,06 68,87 71,24 35,62
27 69,46 68,04 66,14 67,88 33,94
30 57,27 64,05 64,08 61,80 30,90
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Tabela 20. Teor de carbocisteina nas amostras submetidas a 70 °C.

Dias | Amostra 1 Amostra2 | Amostra 3 Média (%) | Concentragao
(%) (%) (%) (mg/ml)

0 101,43 102,87 103,80 102,70 51,35

3 82,23 88,89 88,92 86,68 43,34

5 82,23 83,66 85,55 83,81 41,91

9 81,24 79,33 77,41 79,32 39,66

11 49,29 62,23 58,52 56,68 28,34

15 51,40 47,60 48,85 49,28 24,64

21 44,12 41,84 46,02 43,99 21,99

6.3.5 Alteragcoes observadas durante o estudo de estabilidade acelerado

A alteragdo de cor e de odor foi avaliada através da preparacdo da
solucdo placebo do xarope e de solugbes de cada um dos excipientes
separadamente. As amostras foram colocadas em estufa a 70 °C durante 25

dias e avaliadas periodicamente quanto as propriedades organolépticas.

6.4 Determinagao da ordem da reagao

A ordem de reacgao foi determinada a partir dos dados obtidos no estudo
de degradacdo acelerada do xarope de carbocisteina submetido as
temperaturas de 40 °C, 60 °C e 70 °C.

Os dados relativos as amostras acondicionadas a 50 °C foram excluidos
devido a baixa degradacdo da carbocisteina durante o periodo de
armazenamento.

6.4.1 Resultados

Na sequéncia estdo apresentados os graficos das temperaturas

avaliadas.
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Figura 14. Perfil cinético da degradacédo do xarope de carbocisteina através do
grafico da concentragéo X tempo a 40 °C.
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Figura 15. Perfil cinético da degradacédo do xarope de carbocisteina através do
grafico do log da concentragao X tempo a 40 °C.
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Figura 16. Perfil cinético da degradacgédo do xarope de carbocisteina através do

grafico do inverso da concentragao X tempo a 40 °C.
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Figura 17. Perfil cinético da degradagéo do xarope de carbocisteina através do
grafico da concentragéo X tempo a 60 °C.
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Figura 18. Perfil cinético da degradagéo do xarope de carbocisteina através do

grafico do log da concentragdo X tempo a 60 °C.
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Figura 19. Perfil cinético da degradagéo do xarope de carbocisteina através do
grafico do inverso da concentragao X tempo a 60 °C.
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Figura 20. Perfil cinético da degradagéo do xarope de carbocisteina através do
grafico da concentragcédo X tempo a 70 °C.
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Figura 21. Perfil cinético da degradacédo do xarope de carbocisteina através do
grafico do log da concentragdo X tempo a 70 °C.
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Figura 22. Perfil cinético da degradagéo do xarope de carbocisteina através do
grafico do inverso da concentragédo X tempo a 70 °C.
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Os valores obtidos das inclinacbes das retas dos graficos do log da
concentragédo X tempo foram utilizados para determinar o prazo de validade do
produto. A Tabela 21 exibe os valores de k' para cada temperatura apos

aplicagao da equacao: valor da inclinagao = k’ / 2,303.

Tabela 21. Valores de k’ obtidos a partir das inclinagdes dos graficos log da

concentracio versus tempo de cada temperatura avaliada.

Temperatura K’
40 °C 0,0044
60 °C 0,0175
70°C 0,0428

6.5 Aplicacao da equacgao de Arrhenius

A equacao de Arrhenius foi empregada para determinar a energia de

ativacao (AE) nas diferentes temperaturas avaliadas.
Iog k2/k1 = AE/ 2,303 R x (T2 - T1 /T2 X T1)

Onde R: 1,987 (constante dos gases) e T: temperatura em Kelvin

6.5.1 Resultados

6.5.1.1 Calculo de AE através da constante de degradagao a 40 e 60 °C.

AE =1log 0,0175/0,0044 x 2,303R x (333 x 313/ 333 — 313)
AE =0,5995 x 4,57 x 5.211,45
AE =14.279,92

6.5.1.2 Calculo de AE através da constante de degradagao a 40 e 70 °C.

AE =log 0,0428/0,0044 x 2,303R x (343 x 313/ 343 — 313)
AE =0,9879 x 4,57 x 3.578,73
AE =16.158,40
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6.5.1.3 Calculo de AE através da constante de degradagao a 60 e 70 °C.

AE =log 0,0428/0,0175 x 2,303R x (343 x 333/ 343 — 333)
AE =0,3887 x 4,57 x 11.421,9
AE =20.289,40

6.5.2 Calculo da constante de degradacao (kzs) a temperatura ambiente

(25 °C), através da equagao de Ahrrenius.

A determinacao da constante de degradagdo a temperatura ambiente
(25 °C) é importante para o calculo do Tg9, tempo necessario para que o teor
do farmaco apresente uma degradagao de 10%, ou o doseamento do farmaco

corresponda a 90% do valor relativo ao tempo zero.
6.5.2.1 Resultados

A partir da média da energia de ativacao obtida (AE) foi determinada a
constante de degradagdo a 25 °C (kzs) através da equag&o de Ahrrenius. A
constante k4 foi substituida por uma das constantes de degradacdo Kk,
previamente calculadas. O valor de Ky foi determinado com base nas

constantes de degradacgéao a 40, 60 e 70 °C.
AE médio = 16.909,24

log kas/kao = - ( AE/ 2,303 . 1,987) x (1/298 — 1/313)
log kos/kao = - (16.909,24/4,57) x 1,6x10™

log kas/kso = - 0,5920

kos = 0,2551 x 0,0044

kzs = 0,0011

log kas/keo = - ( AE/ 2,303 . 1,987) x (1/298 — 1/333)
- (16.909,24/4,57) x 3,47x10™

log kos/keo = - 1,2839

kes = 0,052 x 0,0175

k2s = 0,00091

Iog k25/ keo
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log kas/kzo = - ( AE/ 2,303 . 1,987) x (1/298 — 1/343)
log kas/kzo = - (16.909,24/4,57) x 4,60x10™

log kes/kzo = - 1,7020

kos = 0,0198 x 0,0428

kzs = 0,0009

kas médio = 0,00097
6.6 Prazo de validade

O prazo de validade da carbocisteina xarope foi calculado a partir da
cinética de degradagdo. No caso de uma reacao de primeira ordem (pseudo
primeira ordem), o prazo de validade pode ser determinado através do calculo

do Tgo% Segundo a equacgao descrita na sequéncia.
Tooy, = 0,106 / kos
6.6.1 Resultados

O valor de Tgp9 calculado a partir da média dos kys determinados com
base nas constantes de degradagédo obtidos a 40, 60 e 70 °C esta indicado

abaixo.

kos = 0,00044
Too%, = 0,106 / 0,00097
Tgo% = 109,28 dias

6.7 Discussao
O histérico do estudo de estabilidade de medicamentos remonta as
inspecdes realizadas as antigas boticas francesas em 1352. No entanto, no

Brasil, a primeira normatizacdo do estudo de estabilidade refere-se a RE 391

de 1999, onde duas condigcbes de estudo de estabilidade acelerada séao
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apresentadas como avaliagdo prévia para solicitagdo de prazo de validade

provisorio de dois anos.

A literatura cientifica salienta a importancia do estudo de estabilidade de
preparagdes farmacéuticas como garantia da qualidade, eficacia e seguranga
da administracdo das mesmas. Varios métodos sdo sugeridos na predicdo do
prazo de validade, no entanto, o método de Arrhenius é um dos mais utilizados,

pois permite a verificagcdo de forma mais completa da cinética de degradagao.

A carbocisteina xarope ¢ um mucolitico utilizado como adjuvante no
tratamento de doencas do aparelho respiratério. E comercializado sem
prescricdo médica, encontrando-se disponivel no mercado em 28 diferentes
produtos comerciais. O prazo de validade dos produtos comercializados a base
de carbocisteina é de dois anos (ANVISA,2004").

A aplicagdo do método de Arrhenius exige a determinagdo da
degradacdo do farmaco em trés temperaturas drasticas. E considerada
condigcao imprescindivel que o farmaco seja sujeito a degradacao térmica e que

esta degradacéo seja pelo menos superior a 50 % (NUDELMAN, 1975).

A avaliagao prévia da degradacgéao térmica da carbocisteina foi realizada
pelo periodo de 30 dias a 70 °C onde se pretendia inicialmente verificar se a
temperatura, como fator extrinseco, era capaz de acelerar a reagdo de
degradacgédo do farmaco de escolha. A segunda observagdo a ser realizada
referia-se ao percentual de degradacdo do farmaco que deveria ser de pelo
menos 50 % (NUDELMAN, 1975). A avaliagdo prévia permitiu visualizar a
degradacgao da carbocisteina em cerca de 40 % em relagdo ao teor inicial. A
partir deste percentual evidenciou-se a possibilidade deste farmaco apresentar
degradacéao superior a 50% quando avaliado por um periodo de tempo superior

ao da avaliagao prévia.

O produto foi preparado no laboratério de pesquisa e desenvolvimento
da empresa patrocinadora a partir das orientacdes fornecidas pela mesma. O

xarope de carbocisteina foi acondicionado em embalagens de vidro ambar,
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devidamente lacradas e identificadas. As amostras foram armazenadas em
estufas estabilizadas em 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C.

Para analise do xarope de carbocisteina, submetido a degradacéao
térmica, foram avaliadas as propriedades organolépticas, pH, teor de
carbocisteina e contagem microbiolégica. Quanto as propriedades
organolépticas foram observadas alteragdes de cor e odor do xarope nas
quatro condi¢gdes avaliadas. No entanto, através de avaliacido posterior ao
estudo de estabilidade acelerado (item 6.3.5), comprovou-se que a coloragéo
castanha adquirida sob temperatura drastica era oriunda da degradacao do
corante caramelo utilizado na formulagdo. O odor desagradavel das amostras
submetidas as temperaturas elevadas esta relacionado a degradagcédo do aroma

de canela.

O pH das amostras expostas as condi¢des drasticas de temperatura ndo
sofreu variagdes significativas. Desta forma, este parametro fisico-quimico néo

€ um indicativo do processo de degradagao do farmaco.

A avaliagdo da presenca de contaminagdo microbiolégica em
preparacdes liquidas € de suma importancia no estudo de estabilidade. A
contaminagao microbiolégica esta intimamente relacionada aos processos de
fermentagcdo e consequente formacao de gas, alteragdo de cor, pH e
degradacgéao do farmaco (NUDELMAN, 1975). Durante o periodo analisado e de
acordo com a metodologia empregada, ndo foi evidenciada contaminagéo
microbiolégica nas amostras de carbocisteina xarope. Desta forma, descarta-se
a possibilidade de degradacao do farmaco, bem como alteracéo de cor e odor

oriundos da contaminag¢ao microbiana.

A avaliacdo do teor da carbocisteina apresentou degradagao
significativa em trés das quatro condi¢cdes avaliadas. Na temperatura de 40 °C,
o produto foi avaliado no periodo de 120 dias apresentando uma degradacéo
final na ordem de 43%. A 50 °C, o xarope foi analisado durante 96 dias,
apresentando uma degradacado na ordem de 14%. Na condi¢do de 60 °C, o

produto foi avaliado durante 30 dias, apresentando uma degradagao da ordem
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de 39 %. Finalmente, na temperatura de 70 °C, o produto apresentou uma
degradacgéao de 57% quando avaliado durante o periodo de 21 dias. Observa-se
que a 50 °C, o percentual de degradacao nao foi significativo como nas demais
condigdes. A velocidade de degradacdo foi mais lenta nesta temperatura.
Assim sendo, os dados relativos a temperatura de 50 °C nao foram utilizados

para avaliagdo da cinética de degradacgéo.

A partir dos resultados obtidos na analise de teor de carbocisteina nas
amostras submetidas as condi¢gdes drasticas, foram elaborados graficos
distintos para cada temperatura, visando determinar a ordem da reacado de
degradagéao: concentragéo versus tempo; log da concentragdo versus tempo e

inverso da concentragcao versus tempo.

Com base nos valores dos coeficientes de determinacdo (R?) obtidos,
sugere-se que a cinética de degradagédo segue uma reagao de segunda ordem,
como pode ser observado nas representagdes graficas relativas ao inverso da
concentracdo versus tempo. No entanto, esta observacao é valida apenas para
as temperaturas de 60°C e 70°C, ja que a 40 °C evidencia-se uma reacao de

ordem zero.

Segundo Nuldeman (1975) uma reacgédo pode ser de pseudo primeira
ordem, se, sendo de segunda ordem, a concentragdao de um dos constituintes
for muito elevada. Quase todas as reacgdes de solvolise e de oxidacdo sao
deste tipo. Na pratica, sempre que possivel, deve-se trabalhar em condicdes de
pseudo primeira ordem, ja que eventuais erros sdo menores e o tratamento de
uma reagao de primeira ordem € mais simples que uma de segunda ordem
(NUDELMAN, 1975).

A partir dos valores de k’ foram determinados os valores de AE através
da equacao de Arrhenius. O ideal é que estes resultados sejam semelhantes,
mesmo diante de diferengas significativas nas temperaturas avaliadas
(KEDOR-HACKMANN,1998). A partir do AE meédio foi determinado o Kys,
imprescindivel para a determinacdo do Tgy. Este parametro corresponde ao

tempo de vida util ou periodo em que o medicamento apresenta estabilidade.

61



Estabilidade térmica

Através da determinacgdo do Tgoy Obteve-se um periodo de estabilidade

de 109,28 dias para o produto carbocisteina xarope.

O método de Arrhenius, assim como outros descritos na literatura, é
aplicado nos estudos de estabilidade acelerada visando a determinar a
validade provisoria de um produto farmacéutico. O prazo de validade definitivo
sera determinado unicamente a partir dos dados de estabilidade de longa

duracao em condi¢cdes de temperatura e umidade pré-estabelecidos.

A aplicagdo de método de Arrhenius no conjunto de resultados obtidos
no estudo de estabilidade da carbocisteina xarope a 40 °C, 60 °C e 70 °C néao

corroborou na predicdo do prazo de validade deste produto.

A carbocisteina comercializada na forma de xarope apresenta um prazo
de validade de 2 anos. Anadlises efetuadas em formulagdes sob estudo de
estabilidade de prateleira, em temperatura e umidade ambiente néo
controladas (sujeitas as variagdes climaticas) comprovam a estabilidade deste
produto. Em especial o lote 101A fabricado em setembro de 2001 foi analisado
em novembro de 2004 e apresentou 100,23% de carbocisteina. O lote 202A
fabricado em fevereiro de 2002 foi analisado em novembro de 2004 e
apresentou 101,72% de carbocisteina. Nas Figuras 23 e 24 podem ser
visualizados os cromatogramas dos lotes 101 A e 202 A contendo o pico da

carbocisteina e indicando a auséncia de produtos de degradacéo.
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Figura 23. Cromatograma do lote 101 A de carbocisteina xarope 50 mg/ml.
Fase mével ACN:Tampéao Fosfato de sodio 10 mM (1:99), deteccdo em 240
nm, fluxo 1,5 ml/min, coluna C 18 — Chromolith Performance RP 18e (100 x

4,6mm, 5 um)
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Figura 24. Cromatograma do lote 202 A de carbocisteina xarope 50 mg/ml.

Condigdes cormatograficas idénticas as condi¢gdes exibidas na Figura 23.
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No caso especifico deste estudo, a literatura relata situagdes onde o
método de Arrhenius pode ndo ser aplicavel ao estudo de estabilidade
acelerada de medicamentos. Uma das hipoteses corresponde a baixa umidade
do ar que afeta a solubilidade do oxigénio. Este dado é particularmente

importante para farmacos sensiveis a reagdes de oxidagao (LACHMAN, 2001).

Nos cromatogramas relativos as condigdes de 60 e 70 °C, foi detectado
um pico posterior ao pico principal da carbocisteina. Desta forma, com base
nas informacdes relativas a rota de sintese deste composto, buscou-se
identificar o pico de degradacdo observado. A sintese da carbocisteina
emprega a L-cisteina, constituida por duas moléculas de cistina. Ambas
substancias foram analisadas através do método empregado na anadlise da
carbocisteina para verificar se o tempo de retengao seria igual ao do produto
de degradagao. De acordo com a Figura 25, o produto de degradacéo exibido
no cromatograma abaixo ndo corresponde a L-cistina ou a L-cisteina, cujos

cromatogramas podem ser visualizados nas Figuras 26 e 27 respectivamente.
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Figura 25. Cromatograma da carbocisteina (pico principal) xarope exposta a
condigbes drasticas. Condigbes cormatograficas idénticas as condigdes

exibidas na Figura 23.
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Figura 26. Cromatograma padrdo da L-cistina. Fase mdvel ACN:Tampéo
Fosfato de so6dio 10 mM (1:99), detecgdo em 240 nm, fluxo 1,5 ml/min, coluna
C 18 — Chromolith Performance RP 18e (100 x 4,6mm, 5 pm).
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Figura 27. Cromatograma padrdo da L-cisteina. Fase mével ACN:Tampao
Fosfato de so6dio 10 mM (1:99), detecgdo em 240 nm, fluxo 1,5 ml/min, coluna

C 18 — Chromolith Performance RP 18e (100 x 4,6mm, 5 ym)
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Apesar dos tempos de retencdo da L-cistina e da L-cisteina
apresentarem valores muito préximos ao da carbocisteina verifica-se que o
pico do farmaco né&o sofre influéncia destas substancias mesmo em condigdes
extremas de temperatura. Cabe salientar ainda que a concentragcdo de

carbocisteina apresentou declinio significativo nestas condicoes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A matéria-prima de carbocisteina foi analisada quali e quantitativamente
através da adaptacdo as condi¢cdes laboratoriais da metodologia descrita na

Farmacopéia Européia (22).

O método analitico otimizado para a determinacdo da carbocisteina em
xaropes apresentou-se linear, preciso, exato, especifico e robusto, permitindo a

correta determinacao deste farmaco.

A carbocisteina xarope apresenta alteracdo significativa no teor do
farmaco quando exposta as temperaturas elevadas. Simultaneamente
ocorreram alteracbes na cor e odor da preparacdo em conseqiéncia de

alteracfes do corante e esséncia utilizados na formulagcao respectivamente.

Nos cromatogramas analiticos foi observada a presenca de produto de
degradacédo. Foi investigada a possibilidade desta substancia tratar-se de L-
cisteina ou L-cistina, ambas precursoras da carbocisteina. No entanto estas
nao apresentavam o mesmo tempo de retencdo observado no produto de

degradacédo em temperaturas elevadas.

A cinética de degradacao da carbocisteina corresponde a uma reacao

de pseudo primeira ordem.

O prazo de validade para a formulacéo estudada é de 109,28 dias, 0 que
nado corresponde a validade de dois anos dos produtos a base de carbocisteina

comercializados no Brasil.

De acordo com a resolucdo RE 560 (ANVISA, 2002), a predicdo do
prazo de validade de dois anos pode ser realizada avaliando-se o produto na
condicdo drastica de 50 °C + 2°C e 90 % + 5% de umidade ou 40 °C + 2°C e
70 % + 5%. No presente estudo ficou nitida a diferenca na degradacdo

observada nas quatro temperaturas analisadas. Desta forma € perfeitamente
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questionavel se a predi¢do da validade baseada em apenas uma temperatura é

suficientemente segura.

Esta problematica pode ser resolvida através da aplicacdo do método de
Arrhenius que avalia a degradacdo em pelo menos trés temperaturas que,
através de uma equacgdo matematica, extrapola o observado nas temperaturas

drasticas para a temperatura ambiente.

Por fim, conclui-se que o método de Arrhenius € uma ferramenta util na
estimativa do prazo de validade de preparacbes farmacéuticas, observadas
suas limitagdes como: degradacdo minima de 50 % do teor de substancia ativa,
controle absoluto das temperaturas estudadas e precisdo e exatiddao na

determinacao do teor do farmaco.
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