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RESUMO

O presente estagio curricular foi desenvolvido na equipa de controlo de qualidade (CQ)
da empresa Generis Farmacéutica S.A.

Mais especificamente, o estagio foi desenvolvido no laboratério do controlo de
qualidade, na equipa de produto a granel (PG), no qual se desenvolveram analises
quimicas a amostras de diversos medicamentos genéricos, tais como a, claritromicina,
domperidona, lamotrigina, lisinopril, nimesulida e rivastigmina. As técnicas a usar para
cada um dos genéricos depende das especificidades de analise descritos nos
procedimentos analiticos, tendo sido aplicadas técnicas como a medicdo do pH,
determinacdo do conteudo de agua por técnica de perda por secagem ou karl Fischer e
doseamento do principio ativo e substancias relacionadas, utilizando a cromatografia
liquida de alta performance (high performance liquid chromatography). Todos estes
testes foram realizados de modo a verificar a conformidade dos produtos que se
encontravam no mercado e permitiram ao discente a aquisicdo de conhecimentos no
ambito das boas praticas de laboratorio.
O presente relatério apresenta as técnicas experimentais utilizadas e os procedimentos,
assim como os resultados obtidos ao longo do estagio curricular.

No capitulo 1, introducéo, procede-se a um breve enquadramento do trabalho realizado
no estagio curricular, incluindo os seus objetivos, assim como as atividades
desenvolvidas pelo discente. Ainda neste capitulo, é caraterizado o local onde o estagio
decorreu, como um resumo da sua histéria e evolugéo.

No capitulo 2 sédo apresentados os fundamentos teéricos das técnicas e métodos
aplicados, atividades desenvolvidas e alguns dos principios ativos (active
pharmaceutical ingredient, API) testados que ddo nome aos medicamentos genéricos,
sendo o tema da produgcdo de “genéricos” introduzido. Ainda neste capitulo séo
abordados alguns temas da area da industria, como o controlo de qualidade e as Boas
Praticas de Laboratorio (GLP) e Boas Praticas de Fabrico (GMP), para auxiliar na
contextualiza¢do do tema de estagio.

No capitulo 3 estdo descritos os procedimentos experimentais de cada método utilizado
e respetivos reagentes e equipamentos utilizados. No capitulo 4 estdo apresentados 0s
resultados obtidos ao longo de uma campanha de lamotrigina, em que se analisou dois
lotes, um de 25 mg e outro de 100 mg de poténcia, havendo a comparagédo destes
resultados com os obtidos com outros ensaios efetuados a lotes semelhantes.
Finalmente no capitulo 5 e 6 estdo sumariadas algumas andlises com explicacdo dos
resultados obtidos e as conclusdes que se podem retirar.

PALAVRAS-CHAVE

CONTROLO DE QUALIDADE, GENERICOS, PRODUTO A GRANEL, LAMOTRIGINA,
BOAS PRATICAS DE LABORATORIO, BOAS PRATICAS DE FABRICO.
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ABSTRACT

This curricular internship was developed in the quality control team (QC) of Generis
Farmacéutica S.A.

More specifically, the internship was developed in the quality control laboratory, in the
bulk product team (PG), in which chemical analyses were developed on samples of
several generic drugs, such as clarithromycin, domperidone, lamotrigine, lisinopril,
nimesulide and rivastigmine. The techniques to be used for each of the generics depend
on the specificities of analysis described in the analytical procedures, and techniques
such as pH measurement, determination of water content by drying loss or Karl Fischer
technique and dosing of the active ingredient and related substances were applied, using
high performance liquid chromatography. All these tests were carried out to verify the
conformity of the products that were on the market and allowed the student to acquire
knowledge in the context of good laboratory practices.
This report presents the experimental techniques used and the procedures, as well as
the results obtained throughout the curricular stage.

In chapter 1, introduction, a brief framework of the work carried out in the curricular
internship is carried out, including its objectives, as well as the activities developed by
the student. Still in this chapter, it is characterised the place where the internship took
place as well as a summary of its history and evolution.

Chapter 2 presents the theoretical foundations of applied techniques and methods,
activities developed and some of the active pharmaceutical ingredient (API) tested that
give name to generic drugs, being the theme of the production of "generics" introduced.
Also, in this chapter are covered some topics in the area of industry, such as quality
control and Good Laboratory Practices (GLP) and Good Manufacturing Practices (GMP),
to assist in the contextualization of the internship theme.

Chapter 3 describes the experimental procedures of each method used and its reagents
and equipment used. Chapter 4 presents the results obtained during a lamotrigine
campaign, in which two batches were analysed, one of 25 mg and another of 100 mg of
potency, with the comparison of these results with those obtained with other tests carried
out in similar batches. Finally, in Chapter 5 and 6, some analyses are presented with an
explanation of the results obtained and the conclusions that can be drawn.

KEYWORDS

QUALITY CONTROL, GENERICS, BULK, LAMOTRIGINE, GOOD LABORATORY
PRACTICES, GOOD MANUFACTURING PRACTICES.
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1. INTRODUCAO
1.1. ENQUADRAMENTO

O presente relatério apresenta as atividades que foram desenvolvidas ao longo do
estagio curricular realizado na Generis Farmacéutica S.A., no ambito do projeto
curricular do Mestrado em Engenharia Biologica e Quimica da Escola Superior de
Tecnologia do Barreiro do Instituto Politécnico de Setubal (ESTB/IPS). No presente
estagio foram desenvolvidas atividades a nivel do controlo de qualidade (CQ) de
genéricos, nomeadamente a sua andlise quimica, que inclui por exemplo o doseamento
do principio ativo (API) e a andlise de substancias relacionadas, com recurso a técnica
de cromatografia liquida de alta performance (high performance liquid chromatography,
HPLC).

1.2. OBJETIVOS DE ESTAGIO

v" Trabalhar num ambiente laboratorial segundo as boas préaticas de fabrico (GMP)
e as boas praticas de laboratorio (GLP);

¥v" Conhecer o funcionamento de um laboratério de controlo da qualidade na
indUstria farmacéutica;

v" Realizar ensaios fisico-quimicos em produto a granel (PG) e produto acabado.
As andlises realizadas sdo: desagregacdo, doseamento de API, substancias
relacionadas, uniformidade de contetdo, uniformidade de dose, dissolugdo com
recurso e sem recurso a UV, teor em agua por Karl-Fisher (KF), perda de agua
por secagem, espectro infravermelho e ensaios de identificacio de cloretos, de
oxido e diéxido de ferro, de potassio e de éxido e didxido de titanio ;

¥v" Conhecer os procedimentos a seguir em caso de resultados fora de
especificagdo, bem como quando se encontram dentro das especificacoes;

v Compreender as atividades de gestdo em laboratério (gestdo de padrées,
reagentes, colunas para HPLC, amostras, etc.);

v' Participagdo ativa nas atividades de melhoria continua desenvolvidas no
laboratério e na unidade fabril.

1.3. CARACTERIZACAO DA INSTITUICAO DE ACOLHIMENTO E DO LOCAL/AREA
DE ESTAGIO

Neste capitulo é abordado um pouco da histéria da Generis e da Aurobindo, ja que estas
se encontram unidas desde 2017, aquando da aquisicdo da Generis por parte do grupo
Aurobindo.

1.3.1. AUROBINDO E A SUA HISTORIA

Fundada em 1986 pelo Sr. P.V. Ramaprasad Reddy, K. Nityananda Reddy e um
pequeno grupo de profissionais, a Aurobindo Pharma nasceu. A empresa iniciou
operacdes em 1988-89 com uma Unica unidade de fabrico de Penicilina Semissintética
(SSP) em Pondicherry &1,
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A Aurobindo Pharma (logétipo apresentado na figura 1) tornou-se uma empresa publica
em 1992 e cotou as suas acoes nas bolsas indianas em 1995. Além de ser o lider do
mercado em Penicilinas Semissintéticas, possui presenca em segmentos terapéuticos
importantes como neurociéncias, doengas cardiovasculares, antirretrovirais,
antidiabéticos, na area da gastroenterologia e cefalosporinas, entre outros, contando
com 33000 milhdes de diversas formulas farmacéuticas, das mais convencionais, as
mais complexas 2],

Como uma empresa farmacéutica bem integrada, a Aurobindo Pharma encontra-se
entre as 10 maiores empresas da India em termos de receitas consolidadas ™.

Esta encontra-se presente em 34 paises distribuidos pelos 4 continentes, possuindo 27

instalagbes aprovadas pelo INFARMED, USFDA e todas as entidades competentes,
exportando  para 150 paises 2.,

S

S ™

AUROBINDO

Figura 1- Logétipo da Aurobindo Pharma LTD [,

1.3.2. GENERIS E A SUA HISTORIA

A Farmacéutica Generis SA. (log6tipo apresentado na figura 2), é um Laboratério
Farmacéutico Portugués, do grupo Aurobindo, especializado no mercado de
medicamentos genéricos e similares, com o principal objetivo de os desenvolver e
produzir, com elevada qualidade, e comercializar, a um preco acessivel. E uma empresa
lider no mercado e detentora do maior portfélio de genéricos em Portugal [,

G Generis:

Figura 2- Logétipo da Generis S.A., pertencente ao grupo Aurobindo 2,
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Um pouco da histdria desta pode ser visto de seguida no esquema da figura 3 [,

[ 1982 ] [ 2002 ] [ 2006 ] [ 2008 ] [ 2011 ]
A Farma-APS. A marca Generis & Adguire as suas Detém o malor Atinge a lideranca
precursora da criada, ocupando primeiras portfélio de do mercado
Generis, da inicio rapidamente a instalactes fabris. Portugal e dos portugués de
as suas operacbes lideranca em maiores da Europa. genéricos
como empresa Portugal em termos Aguisicio das
distribuidora de de notoriedade segundas
medicamentos espontinea instalactes fabris

hospitalares.

[ 2013 ] [ 2014 ] [ 2017 ] [ 2018 ]

Inicio da Atinge a lideranca Adgquirida pelo Fusao_ com o grupo

colaboragfio com o absaluta do Grupo  Aurobindo, Aurobindo permite

Instituto Kaizen. mercado deixando de servir uma assoclacao a
farmacéutico ndo sé o mercado Ef:Cala Irqundlal,
portugués, sendo a portugués,  mas crlandal inumeras
empresa com mais também o mercado Opartunldaldes de
unidades europeu. desenvolvimento
vendidas. do  grupe  em

Portugal.

Figura 3- Cronologia dos eventos mais importantes na evolugéo da Generis S.A [,

Na figura 3 é possivel observar a evolucdo da empresa, passando de apenas
distribuidora de medicamentos hospitalares (1982) para detentora do maior portfélio de
Portugal (2008) e lider absoluta do mercado farmacéutico portugués (2014), sendo
adquirida posteriormente pelo grupo Aurobindo em 2017 12,

1.3.2.1. ATIVIDADE COMERCIAL

A Generis tem um portefélio abrangente, com uma cobertura superior a 85% das areas
terapéuticas, onde se integram as mais relevantes no mercado de ambulatério. Este é
constituido por 1492 medicamentos sujeitos a receita médica, 254 produtos de uso
hospitalar e 67 Produtos de Saude ©,

A nivel ambulatério, a Generis tem o compromisso de disponibilizar o maior portefélio
de genéricos em Portugal com mais de 230 moléculas divididas por 1400 referéncias,
esta tem a maior oferta de DCI (nomes genéricos) do mercado nacional. O portefélio
esta divido por 4 marcas com elevada notoriedade que, em 2018, venderam mais de 18
milhdes de unidades (Generis, Aurobindo, Aurovitas e Labesfal genéricos) 1.

Os medicamentos genéricos da Generis, com um total 206 DCI, representam 97% do
valor de mercado dos grupos homogéneos existentes, com formas farmacéuticas e
sistemas de libertacdo que ajudam os doentes. Algumas das areas em que a Generis
se distingue podem ser observadas na figura 4 ¥, das quais se destacam as &reas de
genéricos para doentes oncolégicos, dermatoldgicos e para o sistema cardiovascular Bl.
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Sistema
Antibiéticos * Antirretrovirais v i
_/ Cardiovascular

Sistema nervoso Sistema

J @

. . Anti-alérgicos
central digestivo

Dermatologicos ﬂ

¢

Sistema 2 Sangue e orgéaos

respiratorio Hematopoéticos

@ Oncoldgicos

Figura 4- Algumas das areas em que a Generis se distingue [,

A nivel hospitalar, com o maior portefélio de genéricos em Portugal na area hospitalar,
a Generis contribui para o acesso a cuidados de saude de qualidade e a poupanca de
milhdes de euros ao Servigo Nacional de Saude, sendo um dos principais parceiros dos
Hospitais em Portugal .

1.3.2.2. ATIVIDADE INDUSTRIAL

A unidade industrial da Generis®, em funcionamento desde 2006 na Venda Nova,
Amadora, em Portugal (figura 5), tem capacidade para produzir anualmente 30 milhdes
de embalagens, o equivalente a 1,2 mil milhdes de unidades (comprimidos, saguetas ou
capsulas). Esta unidade industrial tem 8125 metros quadrados de area util, divididos
entre producdo, area de andlise, escritorios e zona de armazenamento. Esta encontra-
se localizada numa &area com acesso privilegiado as principais vias de comunicacao,
para facil rececdo de matéria-prima e expedicdo do produto acabado .

Figura 5- Edificio da unidade industrial (82,

Nesta unidade existe atualmente mais de 800 referéncias diferentes de produto acabado
cujo destino principal € o mercado nacional, mas com crescimento assinalavel no
namero de produtos para diversos paises europeus. Mensalmente sao libertados mais
de 150 lotes e saem das instalacfes Generis aproximadamente 750 paletes de produto
acabado ™,

Esta unidade tem ainda uma area de desenvolvimento para a realizacao de lotes
laboratoriais ou lotes piloto equipada com equipamentos de producdo que sdo uma
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réplica a escala de 10% dos equipamentos industriais existentes permitindo o aumento
de escala industrial minimizando os riscos e diminuindo o desperdicio .

A Generis® tem vindo a trabalhar com especialistas de renome mundial, tal como o
Instituto Kaizen®, na implementacédo de novas metodologias de melhoria continua de
forma a otimizar e maximizar todas as operac¢des industriais visando o aumento da
eficiéncia, produtividade e a satisfacao dos clientes. Além dos resultados operacionais,
desta parceria também resultou a atribuicdo do 1° Prémio “Exceléncia no Sistema de
Melhoria Continua — Setor Industria” na edigdo dos Prémios Kaizen Lean 2016 I,

1.3.2.3. EXPORTACAO

Com mais de 200 produtos no seu portefélio, a Generis® atingiu a lideran¢ca dos

medicamentos genéricos em Portugal, fruto da estratégia e do foco no mercado nacional
[5]

Mas o objetivo da empresa € fornecer medicamentos da mais elevada qualidade a um
preco acessivel a populacdo em geral, também de outras latitudes ©!

A Generis® esta presente de uma forma regular e sustentada nos mercados de Angola,
Cabo Verde, Mocambique e Macau, mercados naturais dos produtos Generis® por
serem de lingua portuguesa e existirem relacdes bilaterais histéricas entre os paises !

A Generis® tem também marcado presenca no Médio Oriente, nomeadamente, Libano,
Libia e Iraque através de parcerias estratégicas com agentes e distribuidores locais. Nos
continentes americanos e asiaticos, ja existem produtos registados de medicamentos e
a sua comercializagdo ), figura 6.
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Figura 6-Mercado alvo da Generis [,

1.3.2.4. DEPARTAMENTO DE CONTROLO DE QUALIDADE

O departamento em que o discente realizou o estagio de projeto final de mestrado em
Eng. Bioldgica e Quimica foi no CQ. O laboratoério do controlo de qualidade, pode ser
dividido em varios sub- departamentos ou equipas:

Equipa de microbiologia;
Equipa de produto a granel;
Equipa de batch release;
Equipa de novos produtos;
Equipa de estabilidade;
Equipa de amostragens;
Equipa de fluxo de amostras;
Equipa de matérias-primas.

AV N N N N

O estégio do discente inseriu-se na equipa de produto a granel (PG), realizando diversas
andlises fisico-quimicas e diversos testes para verificar e comprovar que os produtos
acabados se encontravam conformes, quer seja para verificar se estdo prontos para
embalamento, ou se podem continuar a ser comercializados.

Durante estas analises, tanto as GLPs, como as GMPs foram seguidas, garantindo a
gualidade ao longo das analises dos produtos em questao.

Todos os ensaios foram registados em caderno (ou formuléario) de modo a haver um
rastreamento de como as andlises foram realizadas e que procedimentos foram
seguidos, para que em caso de resultados ndo esperados ou ndo conformes, seja mais
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facil perceber e averiguar as causas. Para além disso, tudo o que € realizado no
laboratério deve ser cuidadosamente registado e tudo realizado conforme descrito nas
instrucdes de andlise, de modo a haver uma uniformizacdo e maior reprodutibilidade
dos resultados. Deve ainda haver uma dupla verificagdo em ensaios de identificacéo,
para evitar fraudes e garantir resultados fidedignos.

Os registos realizados nos cadernos de laboratério (ou formularios), contemplam por
ISSO, 0 seguinte:

Descricdo do produto recebido;

Referéncias a cada método utlizado;

Pesagens feitas da amostra em cada teste;

Registo de todos os célculos considerados importantes;

Registo de todos os reagentes e equipamentos utilizados,

Resultados obtidos, e conformidade perante os intervalos de especificagéo;
Assinatura da pessoa que realizou 0 ensaio, com a data de execucao.

AV N N N N NN

ApOs as analises, a equipa de verificacdo procede a revisédo de todos os dados gerados
e registos efetuados, confirmando se esta tudo conforme para permitir a emissao do
certificado de andlise (CoA) e é feita a aprovacao final dos resultados obtidos nas
andlises e consequentemente aprovacao dos lotes.

1.4. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O presente estagio foi iniciado a 21 de marco e terminado a 26 de julho de 2022, com
uma duracéo diaria de 8h, pelos 5 dias uteis da semana. O discente foi integrado no
departamento de controlo de qualidade, dentro da equipa de bulk ou produto a granel,
tendo exercido as seguintes atividades:

v" Participagdo no fluxo de entrada de amostras no laboratério de controlo de

qualidade;

Envolvimento no processo de analise de produto a granel e produto acabado;

Utilizagéo do software de gestdo documental da Generis;

Utilizacdo do software de gestdo de informacao analitica do controlo de

qualidade;

v" Participagdo na notificacédo e avaliagdo de qualquer desvio ou resultado fora de
especificacdo que ocorra durante o processo analitico;

v Participagdo nas atividades de melhoria continua desenvolvidas no laboratério e
unidade fabril, como formacdes e reunides kaizen realizadas semanalmente.

AN NN

As atividades gerais foram executadas de acordo com a seguinte calendarizacdo da
tabela 1.
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Tabela 1- Cronograma do estagio realizado na empresa Generis Farmacéutica S.A. de 21 de
marcgo a 26 de julho de 2022

Semana

9 10 11 12 413 14 156 16 17 18 19

ot B R =

Tarefa 1: Leitura da documentagdo GMP’s e GLP’s e introducé@o ao laboratorio e as
técnicas analiticas.

Tarefa 2: Introducdo as técnicas analiticas (analise basica), com formacao pratica das
analises fisico-quimicas.

Tarefa 3: Analise fisico-quimica de produto a granel e produto acabado. As andlises
realizadas sdo: desagregacdo, doseamento de API, substéncias relacionadas,
uniformidade de contetdo, uniformidade de dose, dissolugdo com recurso e sem recurso
a UV, teor em agua por KF, perda por secagem, IV e ensaios de identificacdo de
cloretos, de 6xido e dioxido de ferro, de potassio e de 6xido e diéxido de titanio.

Tarefa 4: Participacdo nas atividades de melhoria continua, como as reunides kaizen,
gue ocorreram semanalmente de modo a avaliar a performance das equipas.

Tarefa 5: Participagdo nas atividades de gestdao do laboratério, como gestdes e
atualizacdes de stocks de material e reagentes.

Tarefa 6: Escrita do relatorio de estagio. Esta etapa estendeu-se para além do periodo
referido.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade (CQ) consiste num sistema utilizado nas organiza¢cdes com o
objetivo de monitorizar as atividades efetuadas de forma que n&o ocorram né&o
conformidades e possibilitar a entrega constante de um produto ou servico dentro das
especificacbes definidas 6} [ 8. [9. [10],

A fungéo principal do controlo de qualidade € assegurar a saude publica, sendo feitas
auditorias internas e externas para um controlo mais rigoroso.

Com o CQ pretende-se:

¥v" Garantir a qualidade das matérias-primas e minimizar as alteracdes e impactos

que essas alteracbes podem acarretar;

Garantir que se faz o processamento correto de matérias-primas;

Garantir que os produtos séao fabricados, segundo as GMP e GLPs e que no fim

tém a qualidade, seguranca e eficacia definida (entende-se o controlo desde a

matéria-prima ao produto final e incluindo produtos intermediarios);

¥v" Garantir que o produto final € bem rotulado, transportado e armazenado de forma
a ndo perder a seguranca, eficacia e qualidade até ao consumo;

¥v' Garantir a satisfacdo do consumidor e atender as reclamagbes de forma a
melhorar o produto garantir o bom funcionamento e calibracédo de equipamentos
e laboratorios;

v" Garantir gue se cumprem as responsabilidades, quer dos trabalhadores durante

0 processo produtivo e comercial, quer da prépria entidade perante a sociedade;

Garantir limpeza e esterilizagdo e restringir areas (minimizar contaminagdes)

Garantir a seguranca dos trabalhadores;

Garantir que os trabalhadores sdo qualificados e capazes de assumir as

responsabilidades;

v' Garantir que os métodos analiticos sdo apropriados e sdo respeitadas as
dosagens;

¥v" Garantir que a documentagdo a seguir por todos esta correta para ndo haver
falhas nos processos e consequentemente baixar a qualidade do produto;

v" Garantir registos de atividades e andlises para controlo de fraudes e reportar
erros ocorridos;

v" Garantir processos de melhoria continua e a¢0es corretivas.

v
v

AN NN

Cada fabricante deve estabelecer, documentar e implementar um sistema eficaz para o
CQ que envolve toda a estrutura organizacional da entidade e também podera
relacionar-se com fornecedores e distribuidores. Todos os trabalhadores ( desde
empregados de limpeza aos diretamente envolvidos no processo de fabrico) devem
seguir regras, protocolos, recursos e atividades definidas e aprovadas para que o0s
produtos cumpram as especificagbes previstas para a sua qualidade, seguranca e
pureza e 0s proprios processos sejam feitos com rigor e segurancga (© [} [l 191 [10]
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2.2. BOAS PRATICAS DE LABORATORIO (GLP) E BOAS PRATICAS DE FABRICO
(GMP)

As Boas Praticas de Laboratorio ou Good Laboratory Practices correspondem a um
sistema de qualidade preocupado com os estudos nao clinicos de saude e seguranca
ambiental, que visam garantir a qualidade e controlo do trabalho de dados obtidos em
laboratério. S&o sobretudo procedimentos mandatérios e ndo orientagdes. Ndo servem
de orientacéo para fabrico ou produto final fabricado. Os seus pontos chave séo a

gestdo de recursos, regras e documentacao, registos e garantia de qualidade [©) 7). [9)
[11]

As Boas Praticas de Fabrico ou Good Manufacturing Practices correspondem a um
sistema de qualidade preocupado com 0s recursos sociais e todo o processo de fabrico,
processamento do produto final, introdu¢cdo no mercado e avaliagbes pOs-comerciais.
Estas garantem a qualidade e controlo de produgdo e produto segunda as
especificacbes desejadas, sendo orientacdes que envolvem todos 0s processos e
pessoas desde as matérias- primas ao produto final e mercado © 8. [10. 12 A5 GMP
incluem também as especificagdes das formagbes dos trabalhadores para cada sector
ou departamento.

2.3. GARANTIA DE QUALIDADE VERSUS CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade pode ser definido como as técnicas operacionais e as atividades
laboratoriais utilizadas para satisfazer os requisitos de qualidade (por exemplo, as
andlises e ensaios laboratoriais feitos). Abrange assim, um procedimento ou conjunto
de procedimentos destinados a garantir que um produto ou servico realizado esteja de

acordo com os critérios de qualidade estabelecidos ou que satisfaca os requisitos do
cliente €1 [71. [81, [9], [10], [13]

A garantia de qualidade pode ser definida como as atividades e sistemas implementados
gue permitem garantir a confianca de que um produto ou servico cumprira 0s requisitos
de qualidade. E mais abrangente que o controlo, isto porque é a garantia de que este
funciona, é eficaz e adequado (garantir que os procedimentos estao descritos, que 0s
equipamentos estdo e sdo apropriados, que os resultados ndo espectaveis sejam

investigados, entre outros), sendo visto por isso como medida preventiva [ [71 . [9]. [10],
[13]

Enquanto a garantia de qualidade planeia para que os produtos ou servicos sejam de
qualidade, o controlo de qualidade identifica e auxilia na correcdo de erros no produto
ou servico antes deste ser expedito para os clientes %,
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2.4. FARMACOPEIA EUROPEIA (FE/EP/PH. EUR.)

A Farmacopeia Europeia € uma farmacopeia regional publicada pela Dire¢cdo Europeia
da Qualidade dos Medicamentos e Cuidados de Saude, do Conselho da Europa 4,

Esta contém varias monografias gerais para o fabrico de medicamentos, métodos gerais
de analise de substancias e medicamentos e alguns requisitos gerais para as formas
farmacéuticas e apresentacdo (comprimidos, capsulas, injecdes, etc.). Os métodos de
analise também podem ser utilizados pela industria farmacéutica para substancias e
medicamentos ndo descritos na Farmacopeia *°. Esta é atualizada constantemente
mediante o avanco da tecnologia e de novas técnicas de andlise.

A maior parte da FE é constituida por padrdes de qualidade, que servem para
regularizar, harmonizar e padronizar as atividades feitas nas diversas empresas. Estes
contém métodos analiticos para identificar a substéncia e avaliar a sua qualidade e
doseamento. Talvez a parte mais essencial de um padrdo de qualidade de uma
substancia ativa seja a sec¢do das impurezas *°. A FE apresenta-se por iSso como um
cbdigo farmacéutico da qualidade, quer para as autoridades de salde publica, quer para
os fabricantes de medicamentos, de substancias ativas e de excipientes, sendo que 0s
seus objetivos sdo primeiramente salvaguardar a salde publica, constituir uma garantia
de qualidade para os medicamentos de uso humano e veterinario e finalmente facilitar
a livre circulacdo dos medicamentos no espaco europeu 14,

2.5. MEDICAMENTOS GENERICOS

Um medicamento genérico € um medicamento criado para ser idéntico a um
medicamento de marca ja comercializado, quer na forma de dosagem, seguranga,
poténcia, administracdo, qualidade, caracteristicas de desempenho e até na aplicagéo
pretendida. Estas semelhancas ajudam a demonstrar a bio equivaléncia, o que significa
que um medicamento genérico funciona da mesma forma e proporciona 0 mesmo
beneficio clinico que a medicamento de marca 9, 29, A diferenga entre o medicamento
de marca e os medicamentos genéricos esta nas circunstancias da producdo dos
farmacos. Enquanto o farmaco de marca refere-se ao nome dado pela empresa
produtora, o medicamento genérico refere-se a um farmaco produzido cujo nome é o do
principio ativo (API) do medicamento de marca 7],

Os medicamentos genéricos s6 sdo aprovados apds uma revisao rigorosa pela FDA e
pela EMA e ap6s um determinado periodo em que o produto de marca esteve no
mercado, em geral, quando o periodo de vigéncia da patente termina. Isto porque 0s
novos farmacos, a semelhanca de outros novos produtos, sdo normalmente protegidos
por patentes que proibem outros de fabricar e vender cépias dos mesmos €. Uma
empresa sO pode comercializar um medicamento genérico quando o periodo de patente
de 10 anos para o medicamento original termina €,

11
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Os genéricos tendem a custar menos que os seus homélogos de marca, ja que para o
processo de producéo dos genéricos algumas etapas podem ser suprimidas, como por
exemplo os estudos em animais e ensaios clinicos (humanos) que seriam exigidos para
demonstrar seguranca e eficAcia nos medicamentos de marca aquando da sua
introducdo no mercado [ (19,

Para insercdo de novo genérico no mercado, as empresas farmacéuticas devem
submeter a FDA, uma ANDA (Abbreviated New drug application), para aprovacao no
mercado deste, com provas de que este € bio equivalente do produto de marca. A FDA
revé o pedido para garantir que as empresas farmacéuticas demonstraram que o
medicamento genérico pode substituir o medicamento de marca que copia 16,

Na submissdo do genérico com ANDA, os pontos principais abordados séo:

v" Os beneficios compensam os riscos (como efeitos colaterais);

v" A embalagem deve ser apropriada para o que contem;

v" Todos os processos e métodos usados séo os adequados para manter a pureza,
qualidade, poténcia, entre outros €1,

Em 2019, foi apresentado um top dos 300 genéricos com mais prescricbes e mais
cotagdo de clientes. O top 10 foi 2%

v" Atorvastatina (1° lugar), utilizada para baixar os niveis de colesterol no sangue
[21]-

v Levotiroxina, utilizada para tratar o excesso de hormona da tiréide (hiperoidismo)

[22]-

Lisinopril, utilizado no tratamento de hipertensao arterial B7;

Metformina, utilizada no tratamento de diabetes mellitus n&o-insulino-

dependente (DMNID) 2I;

v" Metoprolol, utilizado para o tratamento de pressao arterial elevada, angina de
peito (dor no peito causada por falta de oxigénio no coragao) e ritmo cardiaco
irregular (arritmia) 24;

¥v" Amlodipina, utilizada no tratamento de hipertensdo e doenca arterial corondria
[25]-

AN

v"Albuterol, utilizado para o alivio sintomatico e prevencdo de broncoespasmo
devido & asma brénquica, bronquite cronica e outras doengas broncopulmonares
cronicas 26!

v" Omeprazole, utilizado no tratamento da doenca do refluxo gastroesofagico
(DRGE), Ulcera péptica e sindrome de Zollinger-Ellison 27;

¥v" Losartan, utilizado no tratamento de pressdo arterial elevada (hipertenséo),
insuficiéncia cardiaca crénica e para reduzir o risco de acidente vascular cerebral
(AvC) @8I,

v' Gabapentina, utilizada no tratamento de varias formas de epilepsia e dor
neuropética periférica (dor de duracdo prolongada provocada por lesées nos
nervos) 29;

12
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2.5.1. ALGUNS GENERICOS ANALISADOS NA GENERIS DURANTE O ESTAGIO
2.5.1.1. CLARITROMICINA

A claritromicina é um antibiético usado para tratar varias infeccdes bacterianas B, A
sua formula quimica é CsgHegNO13 € a sua massa molecular é de 748,00 g/mol (figura
7) B,

o-H

Figura 7- Representagao estrutural 2D da Claritromicina 31,

A claritromicina é usado para tratar varios tipos de infec¢gfes bacterianas que afectam a
pele e o sistema respiratorio, incluindo faringite estreptococica, pneumonia, infecgdes
de pele, infec¢do por H. pylori e doenga de Lyme, entre outras. Esta também é usada
para tratar Ulceras causadas pelo Helicobacter pylori B4,

A claritromicina é um antibi6tico macrolideo semissintético de 14 membros no anel. Esta
liga-se a subunidade ribossémica 50S e inibe a sintese proteica dependente do RNA
em organismos sensiveis 0,

A claritromicina tem demonstrado erradicar os linfomas do MALT (tecido linféide
associado a mucosa), presumivelmente devido a erradicagdo da infegcdo do tumor
promovido pela Helicobacter pylori. Este agente também age como um modulador de
resposta bioldgica, possivelmente inibindo a angiogénese e o crescimento do tumor

através de alteracGes na expressao do fator de crescimento 20,
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2.5.1.2. DOMPERIDONA

A domperidona € um medicamento que atua na motilidade gastrica 2. A sua formula
guimica é C2,H24CINsO- e a sua massa molecular € de 425,90 g/mol (figura 8) 2,

Figura 8- Representacéo estrutural 2D da Domperidona 331

A domperidona é um concorrente especifico periférico do recetor D2 de dopamina (ou
D2R), com atividades antieméticas (alivio de nauseas e vOmitos), gastrocinéticas
(auxilio na motilidade géstrica) e galactagogue (auxilio no inicio e manutencdo da
producdo de leite materno). Apds administracdo, a domperidona liga-se ao D2R
expresso por neurdnios periféricos, sendo inibida a ligacdo da dopamina e a sinalizacao
mediada por D2R. A inibi¢cdo da sinalizacéo periférica de D2R previne ou alivia varios
sintomas gastrointestinais, tais como nauseas e vomitos 3. Esta permite ainda permite
uma passagem mais rapida dos alimentos pelo es6fago, estbmago e intestinos, ndo os
deixando permanecer demasiado tempo nesses 6rgéaos e impedindo o seu refluxo #2,
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2.5.1.3. LAMOTRIGINA

A lamotrigina € um medicamento antiepilético e estabilizador de humor B4, A sua formula
guimica é CoH-Cl,Ns e a sua massa molecular é de 256,09 g/mol (figura 9) 5,

Figura 9-Representagao estrutural 2D da Lamotrigina 331,

Lamotrigina é usada s6 ou em conjunto com outros medicamentos para ajudar a
controlar certos tipos de convulsdes (por exemplo, crises parciais, crises ténico-clonicas,
ou sindrome de Lennox-Gastaut) no tratamento da epilepsia e também para casos de
transtorno bipolar B4,

Lamotrigina € uma feniltriazina sintética com propriedades antiepiléticas e analgésicas.
Esta melhora a a¢do do acido gama-aminobutirico (um neurotransmissor inibidor) que
pode resultar numa reducéo da transmissao de sinais relacionadas com a dor ao longo
das fibras nervosas. Este agente também pode inibir canais de sédio (por onde circulam
ibes de sodio para atravessar a membrana de uma célula), suprimir a libertacdo de
glutamato (neurotransmissor e essencial no desenvolvimento da aprendizagem e
memodria) e inibir a reabsorcéo de serotonina 5 61,
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2.5.1.4. LISINOPRIL

O lisinopril € um medicamento cuja principal indicagéo € para tratamento de hipertensao
arterial B71. A sua formula quimica é C21Hz1N3Os e a sua massa molecular é de 405,50
g/mol (figura 10) 81,

Figura 10-Representacao estrutural 2D do Lisinopril (381,

Os usos comuns do lisinopril séo a hipertenséo, insuficiéncia cardiaca, doencga renal em
doente diabéticos e hipertensos, e doentes estaveis que tiverem um ataque cardiaco
nas Ultimas 24h (tratamento a curto prazo) 7,

O lisinopril anidro é a forma anidra da enzima inibidora de angiotensina de longa duracao
(ECA) com atividade anti-hipertensiva. O lisinopril, um derivado do peptideo sintético,
liga-se competitivamente e inibe o0 ECA, blogqueando assim a converséo da angiotensina
| para angiotensina Il. Isto evita as potentes acdes vaso constritoras da angiotensina Il
(que atua para um estreitamento dos vasos sanguineos, o que leva ao aumenta da
presséo arterial) e resulta em vasodilatacdo 8.

Este também diminui a secre¢cdo de aldosterona induzida pela angiotensina Il pelo

cortex suprarrenal, o que leva a um aumento da excrecdo de sodio e,
consequentemente, um aumento do fluxo de agua 81,

16



Formacdo em contexto de trabalho em laboratério da industria farmacéutica

2.5.1.5. NIMESULIDA

A nimesulida ou nimesulide é um medicamento da classe dos anti-inflamatoérios nao
esteroides B9, A sua formula quimica é Ci3H12N2,OsS e a sua massa molecular é de
308,31 g/mol (figura 11) ¥,

0

0 "0

Figura 11-Representagao estrutural 2D da Nimesulida 39,

Os usos comuns da nimesulida sdo o tratamento de dor aguda, o tratamento
sintomatico, o tratamento da dismenorreia primaria em adolescentes adultos, e para o
combate de processos inflamatdrios e febre 9,

A nimesulida € uma arilsulfonamida, que inibe a conversdo mediada por ciclo-oxigenase
do &cido araquidoénico para prostaglandinas pré-inflamatdérias (substancias que causam
dor e inflamacé&o) 9 ¥l Modestamente seletivo para COX-2 (ciclo-oxigenase-2), este
agente liga-se a enzima, inativando-a assim. Esta pode inibir alguns efeitos
cancerigenos relacionados com a COX-2 no metabolismo de xenobiéticos (substancias
quimicas normalmente ndo presentes em ambientes de organismos vivos), na
apoptose, na vigilancia imunitaria e na angiogénese (COX-2 demasiado expresso nas
células epiteliais tumorais aumenta a producao de fatores de crescimento vascular e a
formacdo de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes, formando redes
capilares) [0 [42],

17



Formacdo em contexto de trabalho em laboratério da industria farmacéutica

2.5.1.6. RIVASTIGMINA

A rivastigmina € um medicamento da classe substancias denominada inibidores da
colinesterase 3, A sua formula quimica é C14H22N.O, e a sua massa molecular é de
250,34 g/mol (figura 12) 44,

Figura 12-Representacéo estrutural 2D da Rivastigmina 441,

A rivastigmina é utilizada no tratamento de doentes adultos com deméncia de Alzheimer
ligeira a moderadamente grave e é também utilizada para o tratamento da deméncia em
doentes adultos com doenca de Parkinson %3,

Em doentes com deméncia de Alzheimer ou deméncia devido a doenga de Parkinson,
algumas células nervosas morrem no cérebro resultando em niveis baixos do
neurotransmissor acetilcolina (uma substancia que permite as células nervosas
comunicarem entre si) (431,

Esta funciona através do bloqueio das enzimas que degradam a acetilcolina:
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase. Através do bloqueio destas enzimas, a
rivastigmina permite o aumento dos niveis de acetilcolina no cérebro, ajudando a reduzir

os sintomas da doencga de Alzheimer e da deméncia associada & doenca de Parkinson
[43]
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2.6. TECNICAS UTILIZADAS
2.6.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ELEVADO DESEMPENHO- HPLC

A cromatografia liqguida de elevado desempenho (High Performance Liquid
Chromatography- HPLC), também conhecida como cromatografia liquida de alta
performance, segue o objetivo das demais técnicas de cromatografia, a separacao de
substancias quimicas de uma mistura em componentes individuais, para que estas
possam ser analisadas, corretamente identificadas e quantificadas ¢} [49],

No laboratério de CQ € usada esta técnica analitica para fazer alguns ensaios
especificos aos principios ativos. Realiza-se 0 doseamento para quantificar o API, a
uniformidade de contelido (que mostra se a percentagem de API é constante ao longo
de 10 amostras de um lote), a leitura das amostras de dissolugdo e por fim as
substancias relacionadas (procedimentos na seccdo 3.4.) que gquantificam todas as
impurezas caracteristicas do API. Estas impurezas podem ser idénticas ao API e apenas
apresentam pequenas modificacfes (na estrutura quimica) devido a processos de
degradacgdo, ou sdo originadas pelo processo de mistura do APl (com 0s outros
constituintes do medicamento, como por exemplo 0 excipiente). Se essas substancias
relacionadas forem quimicamente relevantes ou perigosas também tém de ser
controlada a sua dosagem ¥71,

O API é guantificado no ensaio de doseamento e pode ser usado para quantificar
impurezas no ensaio de substancias relacionadas. A quantificacdo das impurezas, tanto
para impurezas conhecidas como para desconhecidas, deve ser feita num limite
controlado e inferior ao estabelecido (LOQ) que sera explicado mais a frente 47,

Principio da separacéo de diferentes componentes:

As diferentes afinidades (forca de adesdo) dos varios componentes do composto a
analisar em relacdo a fase estacionaria e mével resultam na separacgéo diferencial dos
componentes. A afinidade, por sua vez, é ditada por duas propriedades da molécula:
“Adsorcéo” e “Solubilidade” [4°1,

A adsorcéo pode ser definida como a propriedade de qudo bem um componente da
mistura se prende a fase estacionaria, enquanto a solubilidade é propriedade de quéao
bem um componente da mistura se dissolve na fase moével 6,

¥" Maior a adsorgdo para a fase estacionaria, mais lento o analito se movera
através da coluna.

¥v" Maior a solubilidade na fase mével, mais rapido o analito se move através da
coluna.

Assim, a interagdo entre os dois fatores acima determina as taxas diferenciais as quais
os diferentes componentes da amostra se movem através da coluna. A adsorcéo e a
solubilidade de uma molécula podem ser manipuladas escolhendo a fase estacionaria
e a fase mével adequadas 1“9,
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Entre as varias tecnologias desenvolvidas para a cromatografia, as colunas e bombas
de alto desempenho para a passagem de solventes a um caudal estavel sdo alguns dos
componentes-chave destes equipamentos 191,

A cromatografia pode ser de fase normal, quando a fase estacionéria é polar (hidrofilica)
na natureza e a fase mével é de natureza apolar (hidrofébica). Para aplicacbes
especiais, sao utilizadas técnicas cromatogréficas de fase reversa onde o cenario €
invertido, ou seja, a fase estacionaria ndo é polar, enquanto a fase mével é polar —
cromatografia de fase reversa 16,

Existem varios tipos de cromatografia, cada uma diferindo no tipo de fase estacionéria
e movel que usam. O principio subjacente, porém, mantém-se o mesmo: as diferentes
afinidades dos varios componentes/analitos da amostra para as fases estacionérias e
méveis resultam na separacao diferencial dos componentes. O modo de intera¢do dos
varios componentes com as fases estacionarias e méveis pode mudar dependendo da
técnica cromatografica utilizada “6h 49,

Apenas os compostos dissolvidos em solventes podem ser analisados com a técnica de
HPLC. Esta técnica de HPLC separa os compostos dissolvidos numa amostra liquida e
permite uma andlise qualitativa e quantitativa dos componentes e quanto de cada
componente estdo contidos na amostra. Na figura 13 pode ser observado o diagrama
do processo 19,

Introduce standard solution
or real sample to the HPLC

To deliver the mobile column (c)

phase at constant flow (a)
N To separate each compound
To remove | contained in the sample

dissolved air from
the mobile phase(b)

Detector

S — [ o = Drain

Mobile | » ﬁ i ) 2 &2 : "
Phase Jqi Degassing il Sample Vial Column Oven ?

Unit Solvent
Delivery Pump | |

‘ Injector

Column

Workstation

To keep the temperature ‘

To store standard solution or constant (d)

sample solution

Organic/aqueous solvents
are used depending on
analysis

To detect the eluted compound(s)
from the column (e)

The signal from the detector is processed
and the chromatogram is displayed (f)

Figura 13-Diagrama que mostra o percurso ao longo de uma andlise com recurso ao HPLC, a
fase movel, depois de passar por um desgaseificador, segue para um bomba que esta a um
caudal controlado, entrando depois na coluna cromatogréfica. O injetor de amostra introduz entédo
uma solucéo padrdo ou uma solugdo de amostra na fase movel. Os compostos eluidos da coluna
séo detetados por um detetor que é colocado a jusante da coluna, e por fim, numa estacdo de
trabalho é processado o sinal do detetor para obter um cromatograma para identificar e/ou
guantificar compostos.
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Na figura 13, o percurso abordado é o seguinte: A bomba proporciona a passagem de
fase mével a um caudal controlado (a). O ar pode dissolver-se facilmente na fase mével
sob a pressdo atmosférica padrdo. Se a fase movel conter bolhas de ar e entrar na
bomba de distribuicdo, podem ocorrer problemas como variacbes do caudal, quebras
de presséo e ruido/deriva de base, levando a problemas na obtencéo dos resultados
fidedignos. A unidade desgaseificador ajuda a prevenir este problema removendo
bolhas de ar na fase mével (b). Depois de removido o ar dissolvido, a fase movel entra
na coluna. O injetor de amostra introduz entdo uma solu¢ao padrdo ou uma solucéo de
amostra na fase mével (c). As variacbes de temperatura podem afetar a separacao dos
compostos na coluna. A coluna é colocada entdo num forno de coluna para manter a
temperatura constante (d). Os compostos eluidos da coluna séo detetados por um
detetor que € colocado a jusante da coluna (e). Uma estacdo de trabalho processa o
sinal do detetor para obter um cromatograma para identificar e quantificar os
compostos(f) . O software utilizado em todos os HPLC e UPLC para a criagdo dos
métodos de andlise e tratamento dos resultados foi o Empower (software utilizado na
maior parte das farmacéuticas).

No presente estagio, 0 método de operacdo com o HPLC mais utilizado foi a eluicdo
isocratica. Para além desse, pode-se recorrer ao modo de eluicdo por gradiente 15,

Na elui¢do isocrética, uma mistura de fase movel ou um solvente do sistema é utilizado
para separar os componentes da amostra, sendo consistente durante o tempo completo
de ensaio. Nao ha alterag6es na composicao da fase movel que possam ser feitas entre
toda a execucgdo do sistema isocratico. Deste modo, a separagdo dos analitos numa
amostra deve-se sobretudo a diferencas de solubilidade e afinidade dos analitos com a
fase estacionaria 48l [49],

Por oposicéo, na eluicdo com gradiente, a composicdo da fase mével varia ao longo da
execucgdo cromatogréfica e, portanto, afeta a retencdo dos componentes da amostra de
acordo com as suas caracteristicas. A separacdo no modo por gradiente pode ser
acelerada ou desacelerada 8. Este tipo de eluicdo visa uma separacao mais fina e pode
ser aplicada quando componentes da mesma amostra tém uma afinidade para a fase
estacionaria muito semelhante e por isso a eluicdo isocratica nao permite obter 2 picos
completamente separados no cromatograma 8. A principal diferenca entre os sistemas
isocraticos e por gradiente é que a eluicdo isocrética utiliza uma Unica composicéo de
fase mével com a mesma polaridade, enquanto a eluicdo por gradiente utiliza mais do
que uma fase mével e pode gradualmente aumentar ou diminuir a polaridade do eluente
durante todo o processo de separacgéo, havendo uma variagdo na composicao entre as
fases moveis utilizadas 1“8 [49],

Os equipamentos utilizados para esta técnica podem ser observados desseguida na
figura 14.
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Figura 14- (a) Equipamento UPLC Class H, (b) Equipamento Agilent e (c) Equipamento Waters
€2695, respetivamente, equipamentos HPLC usados no presente estagio.

Parametros da cromatografia

a) Pratos tedricos

O ndmero de pratos tedricos é um numero teérico que descreve a eficiéncia de
separacao de uma coluna de cromatografia. Este € uma medida de largura do pico de
um composto quando este é eluido, equacao 1.

N=16(-)?
1)

onde N é o numero de pratos teoricos da coluna, tr é a distancia até ao maximo do pico
do composto e Wb é a largura do pico na linha de base. Ao observar cromatogramas é
possivel observar este parametro na diferenca entre as alturas dos picos, isto €, maior
nimero de pratos tedricos, maior a altura do pico 7.

Para os quimicos analiticos, 0 numero de pratos teoricos, apresenta-se, portanto, com
a resolucdo (abordado mais a frente), como pontos-chave. Quanto melhor a resolucéo,
melhor sera a sensibilidade a detecéo e a quantidade [,

Este valor, em conjunto com a seletividade da coluna (abordado mais a frente) para um
par de compostos, proporciona aos quimicos um valor de resolugdo 5%,

Na cromatografia preparativa, o papel do nimero de pratos tedricos na separacdo dos
compostos diminui. A razdo para isso é que colunas de maior eficiéncia, tipicamente
aquelas embaladas com meios de menor didmetro, sobrecarregam mais rapidamente
do que colunas cheias de particulas maiores %, Razdo esta que apenas recorre a estas
colunas para andlises qualitativas e quantitativas e ndo como técnicas de separacao.
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b) Tempo de retencéo

Na cromatografia, o tempo de retencdo (RT) € o intervalo entre a injecdo de uma
amostra e a detecéio de substancias nessa amostra. E o tempo necessario para o soluto
passar por uma coluna cromatogréafica. E o tempo que decorre ap6s uma injecdo da
amostra para o pico de andlise chegar ao detetor 5,

c) Seletividade

A seletividade apresenta-se como a relacdo entre os fatores de capacidade para dois
picos cromatogréaficos. Conceptualmente, um fator de capacidade € o racio entre o
tempo que uma substancia gasta na fase estacionaria com a quantidade de tempo que
passa na fase movel. Uma vez que todos os analitos passam a mesma quantidade de
tempo na fase movel (igual ao t0 do tempo morto), a seletividade € o racio do tempo que
0 soluto posterior gasta na fase estacionaria em relagédo a do soluto anterior. Embora a
composicao da fase moével na cromatografia liquida possa ser variada para incentivar
uma retengcao maior ou menor, em geral, o fator principal que controla a seletividade é
a capacidade da fase estacionaria de interagir de forma diferenciada com cada
substancia a analisar. O principal meio de alterar a seletividade numa separacao
cromatogréfica é alterar a fase estacionaria ou 0 modo pelo qual a andlise interage com
a fase estacionaria 2. A equacéo desta pode ser observada de seguida, na equacéo 2:

k2
@= @

Onde, a corresponde a seletividade e k', e k', correspondem aos fatores de retencéo do
segundo e do primeiro pico, respetivamente 2,

d) Resolucéo

A resolucdo de uma eluicdo é uma medida quantitativa de quao bem dois picos de
eluicdo estdo separados ou podem ser diferenciados numa separacdo cromatografica.
Define-se como a diferenca nos tempos de retengéo entre os dois picos, divididos pelas
média das larguras dos picos de eluicédo 3. De seguida na equacéo 3, € possivel ver a
equacao do abordado.

Rs = M (3)
Wa+Wpg

Onde B é a espécie com o tempo de retencdo menos longo, e tr e W sdo o tempo de
retencdo e a largura do pico de eluigdo, respectivamente. Se a resolugéo for maior do
que 1,5, os picos podem geralmente ser diferenciados com sucesso, isto é, estdo bem
separados 53,
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e) Fator de simetria

O fator de simetria € um coeficiente que mostra o grau de simetria maxima B4, E
representado na seguinte equacao 4.

_ Woos
5 = Mhos @

Onde, Wos corresponde a largura do pico a altura de 1/20 da altura total do pico. J& f
corresponde ao comprimento que fica a esquerda da linha vertical que pode dividir o
pico. Se o fator de simetria for 1, o que corresponde a um pico simétrico, f sera entao
metade de Wo s 5.

f) Limite de quantificacdo (LOQ) e Limite de dete¢éo (LOD)

LOD e LOQ sé&o calculos importantes em HPLC. LOD significa limite de detecéo,
enquanto LOQ significa limite de quantificagéo. A principal diferenca entre LOD e LOQ
€ que o primeiro corresponde a menor concentragdo de uma substancia a analisar numa
amostra de teste que podemos facilmente distinguir de zero, enquanto LOQ é a menor
concentracdo de uma substancia a analisar numa amostra de teste que podemos
determinar com repetibilidade e preciséo aceitaveis .

2.6.2. TEOR DE AGUA (POR KARL FISHER)

Em 1935, o cientista alemé&o Karl Fischer publicou um método de determinacéo do teor
de 4gua em amostras. Tratava-se de um método titrimétrico baseado na reacdo de
Bunsen utilizada para a determinacao do didxido de enxofre em solu¢des aquosas:

SO, + Iz + 2H,0 — H,SO4 + 2HI (5)

Karl Fischer descobriu que se o diéxido de enxofre for adicionado em excesso, a mesma
reacdo pode ser usada para a determinagdo da 4gua através da titulagdo dos acidos
produzidos 81,

Fischer apresentou a reacdo que deu uma relacdo molar incorreta assumindo uma
reacdo aquosa de Bunsen em que o metanol funciona apenas como solvente. O erro foi
corrigido por Smith, Bryant e Mitchell que descobriram que a piridina atua apenas como
uma substancia tampé&o, dando-nos a reagéo que hoje é usada:

H,O+ I, + [RNH]+SO3CH3_ +2RN — [RNH]+SO4CH3 + 2 [RNH]+|' (6)

Mais tarde a piridina foi substituida por imidazole ja que este, ao invés da anterior ndo
apresenta um odor forte e toxicidade associada 8. A titulacdo foi conduzida
manualmente no inicio. O ponto final foi sinalizado pela persisténcia da cor castanha a
partir do excesso adicionado de iodo. Isto ndo sé foi lento, mas também n&do adequado
para amostras coloridas. Atualmente, a titulacdo da KF é automatizada e amplamente
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utilizada para a determinacdo da agua em varias industrias ®¢. Foi originalmente
desenvolvido para liquidos ndo aquosos, mas também é adequado para sélidos se estes
forem sollveis ou se a 4gua que contém puder ser removida por aquecimento num fluxo
de gas ou por extracdo 7.

Existem duas técnicas diferentes para a determinagéo da agua por Karl Fischer:

v Titulag&o volumétrica.
v" Titulagédo coulométrica.

No presente estagio a técnica utilizada foi a do método volumétrico. Este € adequado
para a determinacdo do teor de agua até 1% da adgua. A amostra é dissolvida em
solvente de KF (geralmente a base de metanol) e o iodo é adicionado como parte de
um reagente KF contendo dioxido de enxofre e iodo. O ponto final € determinado quando
o primeiro vestigio de iodo em excesso esta presente 7. O equipamento utilizado pode
ser observado na figura 15.

Em ambas as técnicas, a amostra é transferida para um recipiente de titulacao,
dissolvida e, em seguida, titulado. Algumas amostras ndo séo soluveis em qualquer
solvente adequado e algumas podem causar reacdes laterais com reagentes Karl
Fischer. Nestes a amostra € aquecida num forno e a agua libertada da amostra é
transportada por um fluxo de gas seco para uma célula de titulagdo onde reage com
reagente KF. Esta € uma solucdo perfeita para amostras pouco sollveis, amostras que
podem causar reacdes laterais com solvente e amostras altamente hidroscopicas ao
manusear com a amostra nas condi¢des laboratoriais podem dar resultados falsamente
mais elevados B,

Figura 15- Equipamento Karl Fisher 701 KF titrino usado no estagio.
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2.6.3. MEDICAO DE pH
Esta técnica ndo é utilizada como teste isolado, mas sim como complemento em
algumas campanhas de andlise de produto e deste modo também deve ser abordado.

O pH é uma medida de concentracao de ides de hidrogénio, uma medida da acidez ou
alcalinidade de uma solucao °. O termo, amplamente utilizado em quimica, biologia e
agronomia, traduz os valores da concentracdo do ido de hidrogénio, que normalmente
varia entre 1 e 10!* gramas equivalentes por litro em nimeros entre 0 e 14 a
temperatura de 25°C. Em 4gua pura, que é neutra , a concentracao do ido de hidrogénio
é de 10-’ gramas equivalentes por litro, o que corresponde a um pH de 7 a uma
temperatura de 25°C 191 [61],

A equacédo para o célculo do pH foi proposta em 1909 pelo bioquimico dinamarqués
S.P.L. Sgrensen:

pH = -log[H'] ™

Onde o log é o logaritmo de base 10 e [H*] representa a concentracdo de ibes de
hidrogénio em unidades de moles por litro 6,

A IUPAC tem uma escala de pH ligeiramente diferente que se baseia em medicdes
eletroquimicas de uma solugéo tampéao padréo. A definicdo usa a equagéo:

pH = -log aH* (8)

Onde aH+ representa a atividade do hidrogénio, que é a concentragéo efetiva de ides
de hidrogénio numa solucdo, o que pode levar a um ligeiro desvio da verdadeira
concentracdo. A escala de pH IUPAC também inclui fatores termodinamicos, que podem
influenciar o pH [,

O pH é geralmente medido com um medidor de pH, o que traduz em leituras de pH a
diferenca na forga eletromotiva (potencial elétrico ou tensdo) entre elétrodos adequados
colocados na solugéo a testar. Fundamentalmente, um medidor de pH consiste num
voltémetro ligado a um elétrodo recetivo a pH e a um elétrodo de referéncia. O elétrodo
recetivo ao pH é geralmente de vidro, e o de referéncia é geralmente um elétrodo de
cloreto merctrio ® ou de prata. Numa sonda de pH combinada, a variedade mais
utilizada, existem na verdade dois elétrodos num s6. Uma por¢éo é chamada de elétrodo
medidor de pH, ja a outra corresponde ao elétrodo de referéncia.

O potencial gerado no local de juncdo da parte de medicdo deve-se aos ides de
hidrogénio livres presentes na solugéo ©2,

Quando os dois elétrodos sdo imersos numa solugdo, atuam como uma bateria. O
elétrodo de vidro desenvolve um potencial elétrico (carga) que esta diretamente
relacionado com a atividade de i6es de hidrogénio na solucao, e o voltémetro mede a
diferenca potencial entre o vidro e os elétrodos de referéncia. O medidor pode ter uma
leitura digital ou analdgica. As leituras digitais tém a vantagem da exatidao, enquanto
as leituras analdgicas ddo melhores indicacdes das taxas de mudanca “° 62,
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Medi¢cbes de pH mais simples podem ser feitas usando papel litmus ou outro tipo de
papel pH conhecido por mudar de cor a certo valor de pH. A maioria dos indicadores e
dos papéis de pH sdo Uteis apenas para dizer se uma substancia é um acido ou uma
base ou para identificar o pH dentro de um intervalo reduzido “° 69,

Apesar de ser um método usado no quotidiano seja na industria, ou em atividades
simples como cozinhar, nas limpezas ou até na preservacao de alimentos, este é um
método algo sensivel tendo muitos factores que podem afetar a sua precisdo , sendo
alguns deles :

Membrana de vidro, quaisquer revestimentos podem afetar o pH;
Diafragmas;

Eletrélito de referéncia e elétrodo de referéncia;

Meio de medicao;

Mau contacto e incompatibilidade de ligacdes;

Temperatura;

Humidade e pressao;

Perturbacdes mecanicas e elétricas [,

A Y Y N N N N N

O equipamento utilizado para esta técnica pode ser observado desseguida na figura 16.

Figura 16- Equipamento pH meter 780 utilizado no estagio.
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2.6.4. IDENTIFICACAO DE ANALITOS POR ABSORCAO POR INFRA-VERMELHO
(V)

Fundamento tedrico

A luz visivel é composta por uma gama continua de diferentes frequéncias
eletromagnéticas, cada frequéncia pode ser vista como uma cor diferente. A radiacao
infravermelha também consiste huma gama continua de frequéncias, que nao séo
detetadas pelos nossos olhos 641,

Se se fizer atravessar uma gama de frequéncias infravermelhas uma de cada vez
através de uma amostra de um composto organico, descobre-se que algumas
frequéncias sdo absorvidas pelo composto. Um detetor do outro lado do composto
mostraria que algumas frequéncias passam pelo composto quase sem perda, mas
outras frequéncias sdo fortemente absorvidas 641,

Num espectro as medidas utilizadas sédo a transmitancia (eixo Y) e o numero de ondas
(eixo X). Este ultimo é definido pela seguinte equacao:

, 1 —
Numero de ondas = ; cemD (9)
(comprimento de onda em cm)

Cada frequéncia de luz (incluindo infravermelhos) tem uma certa energia. Se uma
determinada frequéncia esta a ser absorvida a medida que passa pelo composto que
esta a ser analisado, significa que a sua energia esta a ser transferida para 0 composto.
As energias na radiacdo infravermelha correspondem as energias envolvidas nas
vibracGes ao nivel das ligagdes 64,

Ao nivel das ligagbes pode-se abordar dois tipos que influenciam a energia e radiagéo
necessaria:

¥v" Alongamento de ligacGes
v" Dobragem de ligacoes.

Para a primeira, em ligacdes covalentes, os dois atomos sdo mantidos juntos porque
ambos os nucleos sdo atraidos pelo mesmo par de eletres. Os dois nucleos podem
vibrar para tras e para a frente e para longe uns dos outros, em torno de uma posicéo.
A energia envolvida nesta vibracdo depende de factores como o comprimento da ligagéo
e a massa dos 4&tomos em cada extremidade. As ligagdes estdo sempre a vibrar, mas
se a luz a que forem submetidos for exatamente a quantidade certa de energia numa
ligacdo, esta pode ser elevada para um estado de vibracdo superior. A quantidade de
energia que precisa para o fazer variara de ligacdo a ligacédo, e assim cada ligacao
diferente absorvera uma frequéncia diferente (e, portanto, energia) de radiacéo
infravermelha 4,

Para a segunda, além de se alongarem, os lacos também podem dobrar- se. O efeito

disto € que o angulo de ligacao entre as duas ligacdes hidrogénio-oxigénio oscila
ligeiramente em torno do seu valor médio. Mais uma vez, as ligacdes estdo sempre a
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vibrar, mas se a luz a que forem submetidos for exatamente a quantidade certa de
energia numa ligacéo, esta pode ser elevada para um estado de vibracéo superior Uma
vez que as energias envolvidas com a flexao seréo diferentes para cada tipo de ligacéo,
cada ligacdo diferente absorvera uma frequéncia diferente de radiacao infravermelha,
de modo a fazer este salto de um estado para um mais alto 64,

Estas oscilagcbes de energia irdo por isso originar o espectro a ser analisado, verificando
a existéncia de picos quando a energia ou radiacdo ndo € absorvida, observando -se
por isso a transmitancia. Ja as depressdes que se observam descrevem a radiagdo ou
energia absorvida devido as interacdes a nivel das ligacoes 64,

Preparacédo de amostras para leitura em IV

Neste presente estagio recorreu-se a dois meétodos para fazer a identificacdo de
amostras do medicamento genérico em andlise em po:

¥v" Com disco ou pastilha de brometo de potassio.
¥v" Suporte de reflexdo total atenuada (ATR).

O primeiro método explora a propriedade que os halogenetos de metais alcalinos
possuem, que consiste em tornarem-se plastico quando sujeitos a pressao e formar uma
espécie de pastilha transparente na regido de infravermelhos. O brometo de potassio é
o halogeneto de metal alcalino mais comum usado nas pastilhas, j& que é o que
apresenta um espectro de leitura correspondente ao pretendido no que toca a realizagao
de testes a pds no presente estagio (4000-400 cm?). Para formar as pastilhas a utilizar
para leitura (transparentes), submete-se uma mistura de amostra e brometo de potassio,
a um peso de aproximadamente 8 toneladas, sob vacuo, durantes varios minutos. O
vacuo é utilizado de modo a eliminar o ar e a humidade do pé KBr [,

O segundo método, baseia-se no facto de que quando um feixe de radiacdo passa de
um meio mais denso para um meio menos denso, ocorre reflexdo. Esta técnica é
principalmente utilizada para a andlise de superficie em polimeros (filmes ou pg) 671,
Esta envolve pressionar a amostra contra um prisma de alto indice refrativo e medir o
espectro de infravermelhos utilizando, luz infravermelha que é totalmente refletida
internamente no prisma. Um selenideo de zinco (ZnSe) ou prisma germanium (Ge) é
utilizado no acessorio ATR 651,

Os equipamentos utilizados no estagio para esta técnica foram os seguintes na figura
17.
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(a) (b)

Figura 17-(a) Equipamento FT-IR Spectrophotometer Spectrum Two e (b) Hydraulic Press,
respetivamente, usado no estagio.

2.6.5. IDENTIFICACAO POR UV

A espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-vis) € um método rapido, simples e barato
para determinar a concentracdo de um analitico em solucdo 8, esta engloba
espectroscopia de absorcado e espectroscopia de reflexdo na regido espectral UV-vis 67,

As moléculas que contém Tr-electr6es ou eletrdes nado-ligantes (n-electrbes) podem
absorver a energia ultravioleta ou visivel da luz e ser excitadas com 6rbitas moleculares
anti ligacdo mais elevadas. A espectroscopia UV-vis é diferente da espectroscopia de
IV nos comprimentos de onda de excitacdo e no facto de que as moléculas passam por
transi¢cdes electronicas na regido ultravioleta ou visivel, enquanto sofrem transi¢coes
vibracionais na regido do IV 71,

Geralmente, a espectroscopia UV-vis é utilizada para determinar as concentracdes
elementares quantitativamente numa solucéo de acordo com a lei Beer-Lambert:

A=Log10 (10/1) =ecL (10)

Onde A é a absorvancia medida, 10 é a intensidade da luz incidente na cuvette, num
dado comprimento de onda, | é a intensidade que atravessa a cuvette, L é o
comprimento do caminho através da amostra, ¢ é a concentracdo das espeécies
absorventes, e € € uma constante conhecida como o coeficiente de absortividade molar
ou de extin¢do para cada espécie e comprimento de onda. Normalmente, o comprimento
de onda da absorgdo maxima (Amax) € utilizado na analise quantitativa, uma vez que os
erros resultantes da incerteza do comprimento de onda instrumental sdo minimizados

no pico da curva de absorcdo. De acordo com esta relacdo, a concentracdo da
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substancia a analisar pode ser calculada quando € é conhecida, L é fixo, e 10 e | sdo
medidos. Quando estiver disponivel uma curva de calibracdo da substancia a analisar,
a concentracdo da substancia a analisar pode ser determinada com maior precisdo ©7.

O equipamento utilizado no estégio foi o observado de seguida na figura 18.

=

L X J
SPECORD
]

Figura 18- UV-Visible Spectrophotometer Specord 205 utilizado no estagio.

2.6.6. DISSOLUCAO

Os ensaios de dissolugdo sdo um requisito para todas as formas sélidas de dosagem
oral e sdo utilizados durante todo o ciclo de vida de desenvolvimento para testes de
libertacdo e estabilidade do produto ©°. Este é o processo através do qual as
substancias sélidas, gasosas ou liquidas se dissolvem num solvente para produzir uma
solucao (figura 19). Todavia, para que as substancias se dissolvam num solvente, o
soluto e o solvente devem ser compativeis. Por exemplo, uma substancia polar nédo
pode dissolver-se num solvente ndo polar. Entre outros solventes, a agua é o solvente
universal que é bom na dissolucédo de muitas substancias 7,

A solucéo formada por processo de dissolucdo € muitas vezes uniforme. Ha fatores que
podem acelerar a dissolucao, tais com a temperatura e agitacdo mecanica. A dissolucéo
€ um processo cinético, pelo que a energia cinética resultante do aumento da
temperatura acelerara o processo de dissolu¢do de um soluto num solvente, sendo as
forgas intermoleculares do soluto facilmente rompidas. Se o soluto e o solvente
conseguirem absorver a luz visivel, a solucao final podera ter cor "%,

Este apresenta-se como um teste analitico fundamental utilizado para ajudar a detetar
guaisquer alteracdes nas propriedades fisicas dos farmacos, especialmente o
ingrediente farmacéutico ativo (API), sendo uma simulacédo da dosagem oral aquando
no estdmago 97,
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Uma das questdes-chave encontradas no desenvolvimento farmacéutico é a
necessidade de otimizar o nivel de farmaco disponivel para o organismo, a fim de ter o
seu efeito terapéutico desejado. A otimizacao incorreta deste fora da janela terapéutica
pode potencialmente conduzir a uma biodisponibilidade insuficiente (e, portanto, falta de
eficacia) ou, inversamente, a uma biodisponibilidade demasiado elevada, produzindo
efeitos toxicos adversos indesejados para o paciente ©9,

A eficacia de uma forma de dosagem oral depende da capacidade intrinseca do farmaco
para se dissolver nos fluidos do trato gastrointestinal antes de ser absorvido na
circulacdo. Por isso, a taxa de dissolugdo do comprimido ou da cdpsula é fundamental
para este processo, sendo que a ma solubilidade impede a taxa de dissolucdo e a
biodisponibilidade [ [0,

A técnica exata de dissolucao utilizada é determinada pelas caracteristicas do forma de
dosagem e pela forma de administragéo pretendida. Os fatores como o tipo de aparelho,
0 meio e a agitagdo devem ser todos avaliados e devem ser adequados para o produto
que esta a ser testado. Para formas de dosagem soélidas, as metodologias de teste de
dissolugéo padréo da industria sdo cestos e pas. A libertacdo imediata, modificada e
estendida é geralmente testada em banhos de dissolugcao padrédo com pés. Para as
formas de dosagem oral que sdo propensas a flutuar, geralmente seriam necessarios
cestos. Para além dos tipos anteriormente referidos, existem também outras técnicas
disponiveis, como os sinkers (para formas propensas a flutuar).

Ao realizar uma dissolugdo, as amostras seriam removidas em pontos de tempo
definidos, e a percentagem dissolvida analisada. Durante toda a duracéo da analise de
dissolucéo, é fundamental garantir a manutencdo das observagdes visuais. Isto pode
fornecer dados adicionais para suportar quaisquer diferencas quantitativas nos
resultados analiticos.

E necessario efetuar a avaliag&o analitica da dissolugéo. Sempre que possivel, a fim de
manter a simplicidade e eficiéncia, pode ser utilizado um simples UV, isto exigiria
igualmente obter uma especificidade adequada para garantir que a absorvancia do API
nao seja comprometida por quaisquer outros componentes interferentes.

Mais frequentemente, a quantificacdo seria realizada usando HPLC, com recurso a
detetor UV. Isto pode muitas vezes ser favoravel para reduzir/eliminar interferéncias que
poderiam ser observadas quando feito apenas UV 8. Este ensaio acaba por estar
relacionado com o ensaio de dureza (utilizado para medir a forca que um comprimido
suporta até a fratura), na medida em que os comprimidos ndo devem ser nem muito
duros, nem demasiado macios, uma vez que um comprimido duro poderia impedir a
dissolucdo deste, e um demasiado macio poderia levar a uma dissolucdo demasiado
rapida, o que poderia invalidar os resultados obtidos.
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Figura 19- (a) Equiapmento AT Xtend, (b) CP Xtend e (c) Equipamento Sotax AT7smart,
respetivamente.

2.6.7. DESAGREGACAO

A desagregacdo ou desintegracdo € um processo fisico relacionado com a
fragmentagdo mecéanica de um comprimido em pedagos, particulas, granulos ou
moléculas menores, levando a rutura das interagdes entre particulas, melhorando a sua
solubilidade. Este ensaio consiste em colocar uma forma de dosagem num meio de
imersdo em condi¢des experimentais definidas e medir o tempo de desintegracdo deste,
simulando o cenario de quando as formas de dosagem sao ingeridas e depois
absorvidas para a corrente sanguinea (figura 20). O tempo em que o0 comprimido ou a
cipsula devem desintegrar-se é definido na monografia aplicavel, presente na
farmacopeia ©4 72}

De um modo geral, ap6s o liqguido molhar a superficie da placa e penetrar nos poros, a
desintegracdo ocorre em dois passos: primeiro, a desintegracdo do comprimido em
pequenos granulos e a segunda, a desagregacgéo ou a desintegracdo dos granulos. O
primeiro passo € importante para a taxa de libertacéo inicial de farmacos a partir do
comprimido. Se ndo ocorrer uma desintegracdo, apenas a API perto da superficie do
compacto se dissolvera. O aumento da superficie em comparagdo com o comprimido
intacto produz uma taxa de dissolucdo mais elevada. No segundo passo, é alcancada
uma taxa de dissolucdo de farmacos ainda mais rapida devido ao aumento da superficie
em contacto com o meio /2.

Uma vez que os testes de desintegracdo sdo mais simples e menos morosos do que 0s
testes de dissolucéo, a sua utilizacéo é desejavel, de modo a poupar recursos e tempo
a departamentos como o de QC nas industrias farmacéuticas ao longo do ciclo de vida
do produto. No entanto, quando utilizada, a desintegracdo, como teste de controlo de
qualidade, deve ser reprodutivel dentro das especificacdes definidas 2.

A dureza, o enchimento e os lubrificantes sdo alguns dos fatores que podem afetar a

desagregacdo do produto, aquando da quebra das ligacbes coesas que unem a
substancia 2.
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Figura 20- Equipamento desagregador VK 100 usado no estagio.

2.6.8. CROMATOGRAFIA DE CAMADA FINA (THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY-
TLC)

A cromatografia de camada fina (do inglés TLC) é um método baseado em afinidade
usado para separar compostos numa mistura. A TLC é altamente versétil, amplamente
utilizada para analise qualitativa e quantitativa de amostra "1,

Na TLC, a fase estacionaria € uma camada fina de material adsorvente, geralmente
silica gel ou o6xido de aluminio, revestido sobre uma superficie de placa inerte,
tipicamente de vidro, plastico ou aluminio. A amostra € detetada numa das extremidades
da placa TLC e colocada verticalmente numa camara fechada com solvente organico
(fase moével). A fase movel percorre a placa por forcas capilares e os componentes da
amostra migram distancias variadas com base nas suas afinidades diferenciais para as
fases estacionarias e moveis. Quando o solvente atinge a parte superior da placa, a
placa é removida da camara e é seca. Os componentes separados aparecem como
pontos na placa e o fator de retencéo (Ry) de cada componente é avaliado "%,

Fator de retengéo

ApOGs a separacao estar completa, os compostos individuais aparecem como pontos
separados verticalmente. Cada ponto tem um fator de retencdo (Rr) que é igual a
distancia migrada ao longo da distancia total percorrida pelo solvente. A equacéo do Rs
€ a seguinte:

__ distancia percorrida pela amostra

(11)

= A .
distancia percorrida pelo solvente

O valor de Rf pode ser usado para identificar compostos devido a sua singularidade em
cada composto. Ao comparar dois compostos diferentes nas mesmas condi¢des, o
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composto com o maior valor Rs € menos polar porque ndo se prende a fase estacionaria,

ao contrario do composto polar, que teria um valor Rt mais baixo e por isso ficaria retido
[74]

Os valores de R e reprodutibilidade podem ser afetados por uma série de fatores
diferentes, tais como espessura da camada, humidade na placa, saturacao da camara,
temperatura, quantidade de fase mével, natureza da placa, tamanho da amostra, entre
outros. Estes efeitos normalmente causam um aumento dos valores de R:. No entanto,
no caso da espessura da camada, o valor Rs diminui, ja que a fase mével se move mais
lentamente na placa [,

Em geral, quanto mais forte um composto se liga ao absorvente de fase estacionéria,
mais lento migra para cima na placa. Como os adsorventes séo tipicamente polares, 0s
compostos ndo polares tendem a viajar mais rapidamente até a placa, resultando em
valores de R mais elevados, enquanto os compostos polares tendem a mover-se
lentamente e tém valores Ry mais baixos ["4].

Se se desejar exprimir posi¢des relativas a posicéo de outra substancia, x, valor relativo
de retencéo (Rx) pode ser calculado:

distancia do composto da origem

Fator relativo de retengéo= (12)

distancia do composto x da origem

Vantagens e desvantagens da TLC

A TLC é muito simples de usar e barata. Os estudantes podem ser ensinados nesta
técnica e aplicar os seus principios semelhantes a outras técnicas cromatograficas. Sao
poucos 0s materiais necessarios para a TLC. Mais de 1 composto pode ser separado
numa placa TLC desde que a fase movel seja adequada para cada composto. Os
solventes para a placa TLC podem ser facilmente alterados e é possivel utilizar vérios
solventes diferentes dependendo dos resultados desejados. Como indicado
anteriormente, a TLC pode ser usado para garantir a pureza de um composto. E muito
facil verificar a pureza usando uma luz UV (figura 21). A identificacdo da maioria dos
compostos pode ser feita simplesmente verificando os valores de Ry. As condi¢des de
cromatografia podem ser facilmente modificadas aumentar a otimizagdo para a
resolucdo de um componente especifico 4,

As placas TLC ndo tém longas fases estacionarias. Portanto, o comprimento da
separacao é limitado em comparacao a outras técnicas cromatograficas. Além disso, o
limite de deteg&o é muito maior. Se for necessario um limite de detecao mais baixo, ter-
se- ha que recorrer a outras técnicas cromatograficas. A TLC funciona como um sistema
aberto, pelo que fatores como a humidade e a temperatura podem afetar os resultados
do seu cromatograma (figura 21) 41,
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Problemas comuns da TLC

Hé& problemas comuns no TLC que devem ser evitados. Normalmente, estes problemas
podem ser resolvidos ou evitados se forem ensinadas e seguidas técnicas adequadas.

v" Os tamanhos de detecdo da amostra ndo devem ter um diametro superior a
1-2 mm. Se tiver um ponto muito grande, isto pode causar sobreposicdo de
outros componentes com valores R; semelhantes na sua placa TLC. Se
ocorrer sobreposicéo, serd dificil diferenciar os diferentes componentes;

v" Avanco desigual da frente de solvente (por vezes a placa fica mal colocada,
ficando inclinada) ;

v" Sem fundo plano. Ao colocar a placa TLC na camara, o fundo da placa deve

ser colocado na borda da camara (normalmente recipiente de vidro (por

exemplo, copo)) e encostada a parte superior da placa ao longo do outro lado
da camara. Além disso, deve ser verificado que a placa TLC esta colocada
na camara uniformemente;

Solvente insuficiente;

Se a amostra estiver demasiado concentrada, a substancia deslocar-se-a

para a fase estacionaria como uma linha, em vez de pontos separados. Por

outras palavras, o0 solvente ndo consegue manusear a amostra concentrada

e, consequentemente, movimenta 0 maximo de substancia possivel na fase

estaciondria,;

¥v" A amostra deve estar acima do nivel de solvente 4,

AN

Durante um periodo consideravel, a TLC, ou cromatografia planar (PC) foi chamada de
"Cinderela" ou "Princesa" das técnicas cromatograficas. Esta expressao foi escolhida
para caracterizar a capacidade deste método versatil de ser renovado e "reinventado"
uma e outra vez. No entanto, atualmente, apenas 0s procedimentos classicos e semi-
quantitativos de TLC podem ser encontrados nas varias (e conservadoras)
farmacopeias. Além disso, o nUmero de aplicagbes TLC esta a diminuir constantemente,
sendo substituido por métodos HPLC considerados mais adequados e fidedignos. Os
mais recentes desenvolvimentos na TLC instrumental s&o mais ou menos
negligenciados pelas farmacopeias, mas podem, no entanto, ser usados pelos analistas
tanto na pesquisa, como no controlo de qualidade "%,

O TLC é amplamente utilizado por muitas industrias e areas de investigagao, incluindo
produtos farmacéuticos, testes clinicos, toxicologia ambiental, andlise de alimentos,
agua e pesticidas, e cosméticos. Pode ser usada para analisar praticamente qualquer
classe de substancia, incluindo pesticidas, esteroides, alcaldides, lipidos, nucleétidos,
glicésidos, hidratos de carbono e acidos gordos. As aplicages tipicas desta incluem:

v" Andlise de residuos de medicamentos e antibiéticos em amostras alimentares e
ambientais;

v" ldentificacdo e quantificacdo de cores, ingredientes, conservantes e agentes

adocantes em produtos alimentares e cosméticos;

Controlo de qualidade e testes de pureza das formulacdes farmacéuticas;

Rastreio r4pido e de alta producéo antes da HPLC;

Exame das reacGes quimicas para concluséo "3,

AN NN
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Figura 21- (a) Camara de TLC e (b) Equipamento UV completar, respetivamente.

2.6.9. PERDA POR SECAGEM (Loss on drying-LOD)

O teor de humidade afeta a processabilidade, vida util, usabilidade e qualidade de um
produto. A determinacdo do teor de humidade preciso, portanto, desempenha uma
funcdo importante na garantia de qualidade em muitos setores, como as industrias
alimentar, farmacéutica e de produtos quimicos. Além disso, o teor de humidade maximo
permitido em certos produtos pode ser determinado por legislacdo (por exemplo,
regulamentos nacionais sobre alimentos) 9 [76],

Geralmente, o teor de humidade é determinado por perda de massa ®° [, requere a
medicdo da mudanca de peso de uma amostra depois de ter sido aquecida a
temperaturas elevadas, fazendo com que parte do seu conteldo ardesse ou
volatilizasse. A alteracdo de massa da amostra é monitorizada durante o processo de
aguecimento, 0 que é necessario, por exemplo, na determinacdo do contetdo de
matéria organica em materiais como sedimentos, lamas, solo e residuos. Materiais
inorganicos como cimento, cal, bauxite calcinado e refratores também podem ser
testados por perda de ignicao 9 [l As tecnologias de andlise desta geralmente usadas
sdo o analisador de humidade e o forno de secagem (figura 22) combinados com uma
balanca "%,

37



Formacdo em contexto de trabalho em laboratério da indUstria farmacéutica

A andlise de humidade requer para além de um forno de secagem do uso de uma
balanca analitica com resolu¢do geralmente de 0,1 mg (0,0001 g). As principais
vantagens desse método sdo o fato de ser o método oficial mencionado em padrées
(método de referéncia) e de que mdultiplas amostras podem ser analisadas ao mesmo
tempo 78,

memmery

Y Al
[ ww

Figura 22- (a) Estufa Um 500 e (b) compressor (dentro de estufa) usados no estagio.

2.6.10. UNIFORMIDADE DE MASSA

O teste de uniformidades é utilizado para garantir que cada comprimido ou capsula de
cada lote contém uma quantidade de amostra que deve variar pouco ao longo deste.
Devido a maior consciéncia da disponibilidade fisiolégica, o teste de uniformidade do
peso foi incluido nas monografias de todos os comprimidos e de todas as cépsulas
destinadas a administracéo oral, onde a gama de tamanhos do formulario de dosagem
disponivel inclui 50mg ou tamanhos menores. As monografias dos comprimidos com um
requisito de uniformidade de peso ndo tém requisitos de variacédo de peso. Além disso,
a uniformidade do peso dos comprimidos e das cdpsulas indica o controlo de qualidade
de um lote especifico de comprimidos e capsulas "8,

2.6.11. IDENTIFICACAO DE EXCIPIENTES

Com o objetivo de comprovar que certo composto esta presente num produto, onde é
esperado, alguns testes sdo realizados. Alguns testes de identificacdo efetuados no
presente estagio foram:

Identificagdo de 6xido de ferro vermelho;
v Identificacdo de ferro amarelo (vide seccao 4.9);
v Dioxido de titanio.

E de seguida apresentado um pouco de informacdo dos compostos cujas identificacdes
foram enunciadas anteriormente.
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Oxido de ferro vermelho e amarelo

A Food and Drug Administration (FDA) tem uma revisdo regulamentar para corantes
usados em alimentos, medicamentos, cosméticos e dispositivos médicos.

O oOxido de ferro vermelho (Fe2O3), também conhecido como éxido de ferro (1), € um
composto utilizado para colorir comprimidos e capsulas e € usado na industria
farmacéutica. O 6xido de ferro vermelho ocorre naturalmente como minério da hematita
e ferrugem. Estes sdo também utilizados na inddstria dos cosméticos, podendo ser
produzido sintéticos para uso na farmacéutica [,

O o6xido de ferro amarelo (FeO-nH,O)é um pigmento amarelo inorganico utilizado na
indUstria farmacéutica como corante de revestimento. Existe como um p6 amarelo
amorfo, e é usado principalmente na indistria dos cosméticos ©%,

Estes encontram-se em genéricos como a oxicodona, o pantoprazole e a sertralina.

Di6xido de titanio

O dioxido de titanio (TiO2) € um mineral natural usado como pigmento branco brilhante
em tintas, como colora¢do na industria alimentar, em protetores solares e cosméticos,
entre outros usos industriais. Depois de processado, este existe como p6 branco, sélido.
Este tem excelentes qualidades resistentes contra ultravioleta (UV) e funciona como
absorvente UV.

Na industria farmacéutica, o dioxido de titanio € usado na maioria dos protetores solares
para bloquear os raios UV. Também é comumente usado como pigmento para produtos
farmacéuticos, tais como capsulas de gelatina, revestimentos de comprimidos e
xaropes. Na industria dos cosméticos, é usado em pasta de dentes, batom, cremes,
pomadas e pos. Pode ser usado como um opacificador para tornar os pigmentos
opacos.

A FDA aprovou a seguranca do dioxido de titanio para uso como corante em alimentos,
farmacos e cosmeéticos, incluindo protetores solares. No entanto, existe controvérsia
guanto a seguranca das nanoparticulas de diéxido de titanio utilizadas na industria dos
cosméticos, por exemplo nos protetores solares. Os 6xidos de titanio e zinco podem ser
fabricados no tamanho da nanoparticula (0,2 - 100 nanémetros) para reduzir a aparéncia
branca quando aplicados topicamente, mas manter as propriedades de bloqueio UV.
Estudos recentes sugerem que as hanoparticulas de diéxido de titnio podem ser
toxicas, seja um debate por esclarecer completamente ©4,
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3. MATERIAL,

REAGENTES,

PRODUTOS ANALISADOS
3.1. EQUIPAMENTOS E RESPETIVAS MARCAS E TECNICAS EM QUE FORAM

UTILIZADOS

EQUIPAMENTOS E

Ao longo do estagio realizado, foram utilizados equipamentos que estdo descritos na
tabela 2, bem como os métodos utilizados.

Tabela 2- Equipamentos utilizados durante o estagio e as respetivas marcas e métodos/
técnicas em que estes foram utilizados.

Equipamento/Modelo Marca Método/ Técnica
Desagregador VK 100 \arian Desagregacdo.
Agilent Agilent Technologies Doseamento, un}furmldiﬂde de conteldo e
dissolucdo.
Waters e2695 Allieance Doseamento, substancias relacionadas,
UPLC Class H Acquity uniformidade de conteldo e dissolucdo.
UV- Visible Spectrophotometer Specord 205 Analytik jena Doseamento e dissolugdo.
AT Xtend + CP Xitend . -
Sotax Dissolugao.

Sotax AT7smart

Mufla LT 02/13 CR

Mabertherm GmbH

Ensaios de identificacao.

Banho de areia Combiplac-Sand JP Selecia Ensaios de identificacao.
FT-IR Spectrophotometer Spectrum Two PerkinElmer V.
Hotte HL-ST 01 Laborial Técnicas gue envolvar[w u.t|I|zag,ao de solventes
volateis.
pH meter 780 Metrohm Du.seamento, Substancilas rela_lcmnadfls,
uniformidade de contelido e dissolugdo.
Karl Fisher 701 KF titrino Metrohm Teor em agua.

Balanca X5 205 DU

Balanca AB 204- 5

Meter Toledo

Maioria das técnicas.

Balanca BCA 52011 -15 Sartorius
Estufa UM 500 Memmert Perda por secagem.
Placas de aguecimento e agitacdo RT 15 IKAE
Ultrassons 5180 H Elmasonic o .
- Elma Maioria das técnicas.
Ultrassons EImasonic S
Centrifuga Centrifuge 5804 eppendorf
Hydraulic Press Specac V.
Estufa secagem de material de laboratorio Pol-Eko Aparatura Todas as técnicas.
Pagquimetro D304- 15 MacFer Dimensdes.
Tablet Tester 8M Dr.Schleuniger Pharmatron Dureza.
Vortex TK 35 TechnoKartell Ensaios de identificacdo.
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3.2. REAGENTES E METODOS UTILIZADOS

Ao longo do estagio realizado, foram utilizados reagentes que estéo descritos na tabela
3e4.

Tabela 3- Reagentes utilizados durante o periodo de estagio e as respetivas marcas e
métodos/ técnicas em que estes foram utilizados.

Reagente Formula Marca Alguns produtos em que foi utilizado Testes
1,5- Difenilcarbazida CysHN,O | Sigma-Aldrich Selegilina. Ensaios de ID
Acetato de amdnia CH,COONH,| JMGS Domperidona. DOS e SR.
Acetato de etilo 99,6% C4Hz02 Carlo Erba Candesartan, Nimesulida e Selegilina. TLC
Acetato de sodio CHLCOONa | VWR Chemicals Topiramato. DOS e SR.
Acetato de sodio trihidratado  [ZHGeMNER{ZE ChemLab Claritromicina. DISS.
Acetona CyH:0 ChemLab Ibuprofeno, Nimesulida. Ve TLC.
Acetonitrilo (AcN) C;HaN Carlo Erba AAS, ADT, Ibuprofeno, Oxicodona e Topiramato. DISS, DOS, ensaios de ID, SR, TLC e UC.
Acido 1-heptanosulfonato sodio [JeRzNE(eNe Fisher Oxicodona, Rivastigmina. DISS,DOS, SR e UC.
Acido acético CH.COOM | Honeywel | G3ndesartan, Claritromicina, Enalapril, Selegiina e DISS, DOS, ensaios de ID, SR, TLC.
Topiramato.
Acido cloridrico 37% HCI Honeywell AAS, ADT, Lamotrigina, Oxicodona e Topiramato. DISS, DOS, ensaios de ID, SR e UC.
Acido férmico 98-100% CH.0, Carlo Erba AAS. SR.
Acido fosférico H.PO, Honeywell ARS, C‘a”mm'c'”fn’;';‘:,[par:fm’ Loratadina e DISS, DOS, ensaios de ID SR e UC.
Acido nitrico 65% HNO, ChemLab Selegilina. Ensaios de ID
Acido perclérico 70% HCIO, ChemlLab Venlafaxina. DOS, ensaios de ID e SR.
Acido sulfiirico 95-97% HaS0, Honeywell Aceclofenac, Gandesartan, Levefiracetam, Ensaios de ID.
Selegilina e Topiramato.
i . ADT, Claritromicina, Lamotrigina, Nimesulida e Desagregracdo, DISS, DOS, ensaios de ID, SR,
b I H:0 ~ Sertralina. TLC e UC.
Amonia 32% NH; VWR Chemicals Selegilina, Sertralina e Venlafaxina. DOS, ensaios de ID e SR.
Brometo de potissio KBr Merck Ibuprofeno, Levetiracetam e Topiramato. IV
Cloreto de ferro (lll) FeCls.6H,O ChemlLab AAS. Ensaios de ID.
Cloreto de merciirio (I} Cl:Hg VWR Chemicals Topiramato. Ensaios de ID.
Cloroférmio CHCl, Honeywell Claritromicina e Selegilina. VeTLC.
Diclorometano CH.Cl, Honeywell Candesartan, Enalapril, Rivastigmina. TLC.

Tabela 3- Reagentes utilizados durante o periodo de estagio e as respetivas marcas e
métodos/ técnicas em que estes foram utilizados (continuacéo).

Reagente Formula Marca Alguns produtos em que foi utilizado Testes
Dicromato de potassio KzCrz0; | VWR Chemicals Selegilina. Ensaios de ID

AAS, Claritromicina, Nimesulida, Oxicodona e
Rivastigmina.

Dihidrogenofosfato de potassio KHPO, [VWR Chemicals DISS, DOS, SRe UC.

Dedecil sulfato de sodie
(SLSISDS)

Etanol 96% C.HsOH Carlo Erba Candesartan, Enalapril e Selegilina. Ensaios de ID e TLC.
Eter etilico C.H.,O Honeywell Topiramato. Ensaios de ID.

CizHzsNa0.Ss PanReac Aceclofenac e Candesartan. DISS.

Fosfato de sédio monobasico 99% ERNEENleN Sigma-Aldrich AAS, ADT, Candesartan, Lisinopril. DISS, DOS, SR e UC.

Hexacianoferrato Il de potassio SIS Merck Bisoprolol, Lamotrigina e Rivastigmina. Ensaios de ID.

Hexacianoferrato lll de potassic F@IZ=(*NH] ChemLab Lisinopril. Ensaios de ID.

Hidrogenofosfato dissddio anidro SRRSO Carlo Erba AAS. DISS.
Hidroxido de potassio KOH LabChem Claritromicina, Nimesulida e Rivastigmina. DISS e SR.
Hidroxide de sodie NaOH LabChem Aceclofenac, andesar‘tan, louprofeno & DISS e DOS.
Nimesulida.

Claritromicina, Ibuprofeno, Lamotrigina,
Levetiracetam e Oxicodona.
Aceclofenac, Bisoprolol, Candesartan, Enalapril e
Ibuprofeno.

Nitrato de prata AgNQO, Honeywell Selegilina. Ensaios de ID
Aceclofenac, Levetiracetam, Sertralina, Topiramato
e Venlafaxina.

Polissorbato 20/ Tween 20 CegH11402¢ PanReac Candesartan. DOS.
Aceclofenac, Claritromicina, Levetiracetam,

Metanol CH.0OH Carlo Erba DISS, DOS, ensaios de ID, IV, SR, TLC e UC.

Metanol anidro max 0,003% H20 CHL0OH PanReac Teor em agua.

Perdxido de hidrogénio 30% H,0, ChemLab Ensaios de ID

Sulfato de aménio (NH,)z50., ChemLab Topiramato e Venlafaxina. Ensaios de ID
Sulfato de sodio NazS0,4 ChemLab Losartan. Ensaios de ID.
Tiocianato de amonio NH,SCN ChemlLab Candesartan, Lamotrigina. Ensaios de ID.
Tiocianato de potassio CKNS Sigma-Aldrich Lisinoprile e Topiramato. Ensaios de ID.
Tolueno GC-Hg Fisher Selegilina, Nimesulida. TLC.
Trietilamina (TEA) GeHieN Carlo Erba | CXic0dona, ACEC"’%’;%?;??""’“ Rivastigmina e DISS, DOS, SR e UG.
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De notar que alguns reagentes utilizados para DOS, SR, UC foram utilizados apenas
para a preparacao da fase mével utilizada nesses ensaios.

3.3. PRODUTOS E LOTES ANALISADOS

Ao longo do estagio realizado, foram analisados os lotes dos produtos de AAS,
Aceclofenac, Bisoprolol, Candesartan, Claritromicina, Domperidona, Enalapril,
Ibuprofeno, Lamotrigina, Levetiracetam, Lisinopril, Loratadina, Losartan, Nimesulida,
Oxicodona, Rivastigmina, Selegilina, Sertralina, Topiramato e Venlafaxina, que estao
descritos nas tabelas 5,6 e 7.

Tabela 4- Produtos e lotes analisados ao longo do estagio realizado, assim como a descrigéo e
dose destes, onde a descri¢édo corresponde a forma de dosagem, podendo esta ser comprimidos
(CP), comprimidos revestidos (CP VER) ou capsulas (CAP), e a dose a poténcia, em mg.

Produto Lote Descrigio Dose (mg)

AAS

LAl CUET #ACE002
#ACEODD3

Bisoprolol [zl
#CANOD1

Candesartan pZefWii CP

32

16

HELGOITALEY #CLAN0T | CP REV 250
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Tabela 5- Produtos e lotes analisados ao longo do estagio realizado, assim como a descri¢ao e
dose destes, onde a descricdo corresponde a forma de dosagem, podendo esta ser comprimidos
(CP), comprimidos revestidos (CP VER) ou céapsulas (CAP), e a dose a poténcia, em mg
(continuacao).

Produto Lote Descrigio Dose (mg)
#DOMOO1

#DOM002
#DOM003
#DOM004
#ENADO1
#ENADO2
#ENADO3
#ENADD4
#BUOO1
#BUOD2
#BUOD3
#BUOD4
#BUOOS
#BUODE
#LAMOO1
#LAM0O02
#LEV001
Levetiracetam RSN
#LEV003
#L1S001
Lisinopril #L1S002
#L1S003

Domperidona

Enalapril CP 20

400

Ibuprofeno CP REV

600

25

100
500
CP 1000
250

Lamotrigina CP

CP 50

Tabela 6- Produtos e lotes analisados ao longo do estagio realizado, assim como a descrigdo e
dose destes, onde a descri¢do corresponde a forma de dosagem, podendo esta ser comprimidos

(CP), comprimidos revestidos (CP VER) ou céapsulas (CAP), e a dose a poténcia, em mg
(continuacao).

Produto Lote Descrigio Dose (mg)
#L OR001
Loratadina fzRejsi CP 10
#LOR003
#L.OS001 50
Losartan G CP REV 100
Nimesulida [gRI[Ee)l CP 100
. #0XI001 10
Oxicodona ZOXI002 CAP 0
#RIV001
#RIV002 1,5
#RIV003
Rivastigmina gV CAP
#RIV005 3
#RIV006
#RIVOOT §
Selegilina ISR CP 5
S EIILGER #SERO01| CP REV 100
#TOPOO1 25
L e B ETOP002| CP REY

#TOP003 100
#FVENOO1 375
#VENOO2 75
N #£VENOO3 75
Venlafaxina VENDDA CP 75
#VENOOS 75
#VENOOG 375
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

De seguida sédo exibidos os procedimentos seguidos para a obtencdo dos valores
obtidos nos diversos testes de caracterizacdo/identificacdo e quantificacdo de API e
impurezas, que estardo presentes no separador de resultados. Os procedimentos
apresentados correspondem aos testes realizados numa campanha de lotes de
Lamotrigina de 25mg e 100 mg.

4.1. DOSEAMENTO DE API DE LOTES DE LAMOTRIGINA
Este teste é realizado de modo a perceber o conteudo de APl num comprimido.

Primeiramente, procedeu-se a elaboracado da solucdo de fase mével necesséria para a
corrida no equipamento de HPLC. A fase mével feita era composta por agua, metanol e
TEA, nas proporgdes 60:40:0.01, tendo sido realizado acerto de pH desta a 7,0, com
acido fosforico.

Apos isto, procedeu-se a instalacdo da coluna pretendida ( Hypersil C18 BDS: 250x 4,6
mm X 5 um) e a limpeza das linhas do equipamento (linha A — H,O purificada, linha B —
metanol, linha C — acetonitrilo, linha D- geralmente H-0).

Colocou-se 100% de metanol na linha B com caudal baixo e fez-se aumento gradual de
caudal até ao caudal de trabalho (1,0 ml/min), garantindo que néo havia fugas. De
seguida fez-se a propor¢édo de metanol com agua até chegar a proporcao da fase moével
(40:60, metanol: 4gua).

Quando a pressao estabilizou parou-se o caudal e trocou-se a linha A para fase mével.

De seguida purgou-se a linha A com fase mével, fez-se o sealwash (verificando-se as
bombas) e procedeu-se a lavagem da agulha que recolhe a amostra (needlewash).
Repetiu-se novamente o aumento gradual de caudal até 1,0 ml/min e purgou-se o
injetor.

Ap6s a preparagdo do equipamento criou-se o método com as condicdes
cromatogréficas pedidas na instrucao de analise ou IA PG (Isocrético, detecao a 309
nm, DAD e temperatura ambiente para amostras e visor) e criou-se a sample set com a
ordem de injecdo dos vials. A sample set foi a seguinte:

1x PD2_Teste (para verificar SST);
3x Branco (para estabilizagdo do sistema);
1x PD2 (padré&o);

1x PD1 (padré&o);

5x PD2 (reta de calibracéo);

2x #LAMOOL1 Inicio (amostra);

2x #LAMOO1 Meio (amostra);

2xX #LAMOO1 Fim (amostra);

2x #LAMOO2 Inicio (amostra);

2x #LAMO002 Meio (amostra);

2x #LAMO002 Final (amostra);

AR YR N UL U N N N N N
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v" 1x PD2 (Padrédo de recuperacéo);

Em cada linha da sample set definiu-se o volume de injecdo (20 pl) e tempo de corrida
(15 minutos).

Apbs preparacdo do sistema e das sample sets, procedeu-se entdo a preparacao de
padrbes e amostras.

Preparacéo de padrédo: Mediu-se cerca de 50 mg de padrdo de Lamotrigina para baldo
de 100 ml, adicionando-se 10 ml de metanol e levando-se a ultrassons de seguida.
Perfez-se o volume com fase movel e dilui-se 5 ml desta solucao para baldo de 50 ml
com fase movel.

Preparacdo de amostras: Mediu-se o pé equivalente* a 50 mg de Lamotrigina e
transferiu-se para baldo de 100 ml. Adicionou-se 10 ml de metanol e levou-se a
ultrassons 10 minutos, deixando-se arrefecer e perfazendo com fase mével. Filtrou-se
as amostras com filtro PTFE, descartando os primeiros mililitros. Dilui-se 5 ml do filtrado
para 50 ml com fase mével.

* A gquantidade equivalente de um API é calculada utilizando a equacéo 13 apresentada
de seguida.

Massa equivalente do API x Massa média (13)
Dosagem

Quantidade de API a pesar =

Teste de aptiddo do sistema (SST): Para perceber a aptiddo do sistema certas
condi¢Oes tiveram de ser verificadas. Verificou-se que o nimero de pratos tedricos e
fator de simetria ndo foram menos que 7000, e maior que 1,8, respetivamente.

Finalmente, ap6s preparagdo de todas as solugBes necessarias, procedeu-se a
passagem destas para os tubos vials, sendo estes colocados posteriormente no
eguipamento, dando-se inicio entdo a corrida.

4.2. SUBSTANCIAS RELACIONADAS

Este teste é realizado de modo a perceber as substancias relacionadas existentes nos
comprimidos.

Sendo que o tanto as condi¢bes do sistema (caudal, temperatura da amostra e visor,
etc), como a fase movel e a coluna eram correspondentes ao do doseamento, apenas
foi necessario preparar os padrdes e amostras.

Mas antes disso, procedeu-se a elaboracdo da sample set, que foi a seguinte:

1x Branco (estabilizar o sistema);

1x PD2_Teste (para verificar SST);

3x Branco (para estabilizacdo do sistema e lavagem);
1x PD2 (padré&o);

1x PD1 (padrao);

AN N NN
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5x PD2 (reta de calibracéo);
2x #LAMOOL1 Inicio (amostra);
2x #LAMOO1 Meio (amostra);
2x #LAMOO1 Fim (amostra);
2x Branco (para lavagem);
1x PD2 (padréo) (amostra);
2x #LAMOO2 Inicio (amostra);
2x #LAM002 Meio (amostra);
2x #LAMO002 Final (amostra);
2x Branco (para lavagem);
1x PD2 (Padréo de recuperacgéo);

AN NN Y N N N NN

Em cada linha da sample set definiu-se o volume de injecdo (20 pl) e tempo de corrida
(30 minutos).

Procedeu-se entédo a preparacao de padrées e amostras para injecao.

Preparacéo de padréo: Pesou-se cerca de 10 mg de padrdo de Lamotrigina para baldo
de 50 ml, adicionando-se 35 ml de fase movel e levando-se a banho de ultrassons de
seguida. Perfez-se o volume com fase movel e dilui-se 1 ml desta solucdo para baldo
de 100 ml com fase mével. Dilui-se ainda da solug&o anterior 5 ml para 50 ml com fase
movel.

Preparacdo de amostras: Pesou-se o pé equivalente* a 10 mg de Lamotrigina e
transferiu-se para baldo de 50 ml. Adicionou-se 30 ml de fase mével e levou-se a banho
de ultrassons 30 minutos, deixando-se arrefecer e perfazendo com fase movel.
Centrifugou-se 15 minutos a 3500 rpm. Filtrou-se as amostras com filtro PTFE,
descartando os primeiros mililitros.

* A quantidade equivalente de um API é calculada utilizando a equacéo 13 apresentada
de seguida.

Teste de aptiddo do sistema (SST) 25 mqg: Para perceber a aptiddo do sistema certas
condicbes tiveram de ser verificadas. Verificou-se que o nimero de pratos tedricos e
fator de simetria ndo foram menos que 8000, e maior que 1,8, respetivamente.

Teste de aptidao do sistema (SST) 100 mg: Para perceber a aptiddo do sistema certas
condicbes tiveram de ser verificadas. Verificou-se que o nimero de pratos tedricos e
fator de simetria ndo foram menos que 7500, e maior que 1,3, respetivamente.

Ap6s preparacao de todas as solucdes necessarias, procedeu-se a passagem destas
para os tubos vials, sendo estes colocados posteriormente no equipamento, dando-se
inicio entdo a corrida.

Nota: Em ambos os ensaios apresentados, o branco corresponde ao solvente utilizado
nas amostras, isto &, fase movel.

De notar, que em nos ensaios de DOS e SR, aquando do preenchimento da sample set,

apenas a massa de padrdo associada a injecao da reta se mantém igual, as outras sédo
corrigidas, tendo em conta a poténcia do padréo, utilizando a seguinte equacéo 14.
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Massa pesada de padrio X Poténcia do padrio
100

Massa corrigida = (14)

4.3. IDENTIFICACOES POR HPLC

v" Por RT: Verificou-se que o cromatograma do doseamento das amostras, exibiam
0 mesmo tempo de retencdo do pico da Lamotrigina apresentada nos
cromatogramas dos padroes.

v DAD (Photodiode array detetor): Injetou-se um branco, um padrdo e uma
amostra e registou-se um cromatograma e espectro no intervalo de 200 a 350
nm. Verificou-se que estes apresentavam similaridade entre os seus espectros,
ao observar estes.

4.4, DISSOLUCAO LIDA EM UV

Este teste é realizado de modo a perceber o quanto um comprimido liberta de APl no
meio utilizado.

Primeiramente preparou-se o equipamento Sotax, onde ocorreria parte do teste, com os
seguintes parametros:

v Pas;

¥v" Meio de dissolucdo: 0,001 N HCI*, 1000 ml por copo;
v" Velocidade de agitacdo: 100 rpm;

v" Tempo de recolha: 15 min;

¥v" Temperatura: 37°C + 0,5 °C

*Para preparar o meio em questao, utilizou-se meio 0.01 N HCI (muito utilizado), diluindo
este para obter a concentragéo pretendida.

Apo6s os 15 min de dissolucao, retirou-se de cada copo 10 ml de meio, filtrando este com
uso de filtros PTFE. Para o lote de 100 mg, diluiu-se 2 ml da amostra recolhida para 10
ml com meio de dissolucao.

Desseguida, prepararam-se os padroes.

Para lote de 25 mg: Mediu-se cerca de 25 mg de padrédo de Lamotrigina para balédo de
100 ml, adicionou-se 15 ml de metanol e levou-se a ultrassons 10 minutos. Perfez-se o
volume com meio de dissolugéo. Dilui-se 5 ml desta solu¢do para 50 ml com meio de
dissolugéo.

Para lote de 100 mg: Mediu-se cerca de 20 mg de padréo de Lamotrigina para baldo de
100 ml, adicionou-se 15 ml de metanol e levou-se a banho de ultrassons 10 minutos.
Perfez-se o0 volume com meio de dissolucdo. Dilui-se 5 ml desta solucéo para 50 ml com
meio de dissolucéo.
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ApOs a preparacdo dos padrdes, leu-se entdo tanto estes, como as amostras a uma
absorvancia de 267 nm, com recurso a equipamento de UV, utilizando meio de
dissolucdo como branco (referéncia). Obtendo-se como resultados a percentagem
minima e média de API por comprimido, através da equacgéo 15.

s ~ Absorvancia da amostra

Quantlflcagao (%) = Média de absprvancia de todos os padroes XConcordancia entre o padrio 1 e 2 Xfator de diluicdo X fator de correcio (15)

, onde a concordancia entre o padréo 1 e 2 apresenta-se em mg/ml, o fator de diluicdo
corresponde ao volume do copo do Sotax onde se deu a dissolucéo e o fator de correcdo
el

4.5. DESAGREGACAO

Este teste é realizado de modo a perceber o tempo que um comprimido leva para
desintegrar-se no meio inserido.

Dependendo do procedimento analitico a ser seguido, inseriu-se 6 comprimidos no
suporte que seria submetido a consecutivas submersdes, definindo-se de seguida o
tempo maximo de desagregacéo pretendido no equipamento (que seriam no maximo 15
minutos). Apos isto, deu-se inicio ao teste, sendo este finalizado quando se observou
que os comprimidos se encontravam desintegrados, e 0 que se encontrava presente no
vasos de mergulho era apenas excipientes e revestimentos.

4.6. DUREZA

Primeiramente, sédo selecionados 10 comprimidos, que podem ser aproveitados (ou
nao) dos utlizados para o teste de massa média (abordado de seguida), e de seguida é
utilizado o Tablet Tester 8M no qual € selecionado a unidade de dureza pretendida (N,
kp, etc) e o numero da amostra, sendo entdo depois realizado o teste, sendo dado pelo
eguipamento os valores de dureza minima, média e maxima.

A dureza obtida esteve entre 25 e 90 N.

4.7. MASSA MEDIA E UNIFORMIDADE DE MASSA

De modo a perceber a variacdo das massas dos comprimidos de um lote, este ensaio é
feito.

Primeiramente mediu-se a massa individualmente a 20 unidades selecionadas
aleatoriamente ou, para as preparacdes de dose Unica apresentadas em recipientes
individuais, determinando -se com recurso a balanca a massa média destes, assim
como os valores de maximo e minimo das pesagens. Com estes valores, calculou-se
entdo os desvios em percentagem em relacdo ao maximo e ao minimo face a média,

como é mostrado de seguida na equacdo 16, obtendo-se assim os valores para a
uniformidade de massa.
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.~ ;o ~ s 7: Massa minima X 100
Variacdo do minimo em relagdo a média = — — 100 (16)
Massa média

Nota: A diferenca da equacao apresentada para a da variacdo do maximo em relacao
ao maximo seria apenas trocar o valor minimo de massa pelo maximo de massa.

Ao verificar as massas, apenas 2 destas poderiam desviar-se da massa média dentro
de certos intervalos que podem ser vistos na tabela 8, ndo havendo nenhuma que se
desviasse em dobro da percentagem.

Tabela 7- Excerto da tabela apresentada na Ph.Eur. relativamente a uniformidade de massa
nos comprimidos.

Forma farmacéutica Massa média
80 mg ou abaixo
Acima de 80 mg e abaixo de 250 mg 7.5

250 mg ou acima 5

Desvio (%)

Comprimidos e nio
revestidos

Sendo que os lotes analisados possuem como massas médias de especificacdo 85,0 £
6,3 mg e 340,0 £ 17,0 mg, os desvios podem ser de 7,5 e 5, respetivamente.

4.8. PERDA POR SECAGEM

Dependendo do procedimento analitico a ser seguido, selecionou-se as caixas de vidro
necessarias consoante a quantidade de lotes em analise e retirou-se estas da estufa
para um exsicador para que pudessem arrefecer. Apés cerca de 1 hora, triturou-se os
comprimidos suficientes para obter 1g de p6, pesando esta massa de amostra
pretendida para cada caixa de vidro, sendo estas colocadas posteriormente numa estufa
sem vacuo e pré-aquecida a 80°C, onde ficariam 3 horas. Apds este tempo, retirou-se
as caixas de vidro utilizadas para um exsicador para que mais uma vez pudessem
arrefecer. ApOs cerca de 1 hora, mediu.se a massa das caixas de vidro e com recurso
a uma folha de célculo, calculou-se a perda de secagem de amostra presente em cada
uma, utilizando a equagéo 17.

Peso (caixa+amostra)(mg)—Peso (caixa+amostra)seco (mg) % 100 (17)

Perda por secagem =
Peso amostra (mg)

A equagdo 17 era aplicada para todas as caixas utilizadas na analise, sendo os valores
no final somados. Se o valor da diferenca do numerador se apresentasse < 0, entdo o
valor assumido como perda por secagem seria 0 %.

O valor obtido ndo poderia ser superior a 5,0 %.
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4.9. IDENTIFICACAO OXIDO DE FERRO AMARELO

Preparacdo do branco: Colocou-se 2 ml de acido cloridrico 37% num cadinho,
aguecendo este durante 3 minutos em banho de areia. Deixou-se arrefecer e adicionou-
se 15 ml de agua levando a banho de ultrassons 2 minutos.

Preparacéo da Solucédo Teste T: Primeiramente mediu-se cerca de 340 mg de pé de
cada lote em analise para cadinho. A seguir, aqueceu-se em banho de areia, e deixou-
se arrefecer. Depois adicionou-se 1 ml de acido sulfrico e levou-se a aquecer em banho
de areia até néo se observar fumo branco. De seguida, levou-se a mufla pré-aquecida
a 800°C, até estar praticamente em cinzas, retirando-se depois e deixando-se arrefecer.
Depois adicionou-se 2 ml de &cido cloridrico e aqueceu-se 3 minutos em banho de areia.
Finalmente deixou-se arrefecer e adicionou-se 15 ml de agua.

Teste 1: Adicionou-se 3ml de tiocianato de aménio a 5 ml da Solu¢cdo T. Uma cor
vermelha foi produzida, sendo mais escura que aquela obtida no branco, tratado de
maneira similar.

Teste 2: Adicionou-se 1 ml de hexacianoferrato 1l de potassio a 5 ml da Solugéo T. Uma

cor azul foi produzida, sendo mais escura que aquela obtida no branco, tratado de
maneira similar.
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5. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos numa campanha de testes de
Lamotrigina, onde foram analisados 2 lotes, o #LAM001 e o #LAMO0O02 de 25 mg e 100
mg, respetivamente, seguindo os procedimentos apresentados na seccao 3.4.

Para além disto, alguns dos resultados obtidos serdo comparados ndo s6 com as
especificacBes (valores ou intervalos que devem ser respeitados), mas também com os
resultados obtidos noutras andlises a lotes do mesmo produto e dose.

5.1. UNIFORMIDADE DE MASSA

Nas seguintes tabelas encontram-se os valores de massa média (mg/un) e uniformidade
de massa (%) obtidos, apés a medi¢cdo de massa de 20 comprimidos dos lotes em
andlise (seccao 3.4.7.). Os resultados obtidos estéo apresentados nas seguintes tabelas
9 e 10, juntamente com os resultados obtidos em lotes do mesmo produto e dose, e a
especificacdo pretendida do teste em questdo. Nestas a percentagem de massa Min
(Min) e massa Max (Max) representam os desvios em percentagem em relagdo ao
minimo e ao méximo, respetivamente face & média, valor obtido com recurso a equacao
16 (vide seccao 3.4). J& “18/20” e “20/20” dizem respeito a se foram contabilizados 18
comprimidos ou 20 de 20 comprimidos em analise, respetivamente, ja que especificacdo
tem de ser respeitada em ambos os intervalos.

Tabela 8- Valores obtidos no teste de massa média, em mg/un e uniformidade de massa, em %
e comparacao destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 25 mg e respetiva
especificacdo, em %. Onde a primeira especificacdo apresentada corresponde a especificagdo
face & massa média, j4 a segunda especificacdo apresentada diz respeito a uniformidade de

massa.
Lote Massa média (mg/un) Especificagdo (mg) Min 18/20 (%) Min 20/20 (%) Max 18/20 (%) Max 20/20 (%) Especificagio (%)

#LAMOO1 84.6 -4.1 -4.1 4.7 4.7

#LAMO03 85,6 -3,2 -3,2 2,3 2,3

#LAMOO4 85,4 -3,3 -3,3 4.4 4.4

#LAMOOS 85,0 85 -2.8 -2.8 2.2 2.2 +7E
#LAMO06 84,8 +6,3 -4.4 -4.4 2.8 2.8 o
#LAMOO7 85,5 -2,2 -2,2 26 26

#LAMOOB 85,0 -2.3 -2,3 3.3 3.3

#LAMO09 85,7 -2.4 -1,9 29 29
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Tabela 9- Valores obtidos no teste de massa média, em mg/un e uniformidade de massa, em %
e comparagdo destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 100 mg e respetiva
especificacdo, em %. Onde a primeira especificacdo apresentada corresponde a especificacdo
face a massa média, j4 a segunda especificacdo apresentada diz respeito a uniformidade de
massa.

Lote Massa média (mg/un) Especificagdo (mg) Min 18/20 (%) Min 20/20 (%) Max 18/20 (%) Max 20/20 (%) Especificagao (%)

#LAMO002 3407 16 16 1,2 1,2
#LAMO10 340,3 23 23 25 25
#LAMO11 3376 22 22 3,3 33
#LAMO12 339.8 19 19 2,3 23
#LAMO13 340,7 2.0 2.0 2.4 2.4
#LAMO14 340,9 3.2 3.2 2,1 2.1
#LAMO15 342.1 2.7 2.7 25 25
#LAMO16 342.5 340 1.7 1.7 16 16
#LAMO17 340,9 £17.0 1,1 1,1 25 25 £5,0
#LAMO18 345.3 17 17 2.3 2.3
#LAMO19 3415 18 18 13 1.3
#LAM020 338,7 18 18 2,6 26
#LAMO21 339.7 18 18 17 17
#LAM022 3393 156 156 18 18
#LAM023 339,3 1,1 1,1 0.7 0,7
#LAMO24 339,3 1.4 1.4 1.8 1,8
#LAMO25 340, 3.0 3.0 2.3 2.3

5.2. DESAGREGACAO

Nas seguintes tabelas encontram-se os valores de tempo (min) obtidos, que
representam o tempo que a amostra demorou a dissolver-se por completo aquando do
inicio do teste (vide seccdo 3.4.5.). Estes resultados sdo entdo apresentados nas
seguintes tabelas 11 e 12, juntamente com os resultados obtidos em lotes do mesmo
produto e dose, e a especificagdo pretendida do teste em questdo. De notar que os
tempos apresentados, representam o0s arredondamentos aos minutos, jA que a
especificacdo ndo requer os segundos.

Tabela 10- Valor obtido no teste de desagregacdo, em minutos e comparacdo deste com o0s
resultados obtidos noutros lotes de dose 25 mg e respetiva especificacdo em minutos.

Lote tempo (min) Especificagio (min)
#LAMO01 2
#LAMOO3
#LAMO04
#LAMOOS

#LAMOOG
#LAMOO7
#LAMOOB
#LAMOOS

= IS IS o o o | =
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Tabela 11- Valor obtido no teste de desagregacdo, em minutos e comparacao deste com 0s
resultados obtidos noutros lotes de dose 100 mg e respetiva especificagdo em minutos.

Lote tempo (min) Especificagio (min)
#LAMO02
#LAMO10
#LAMO11
#LAMO12
#LAMO13
#LAMO14
#LAMO15
#LAMO16
#LAMO17
#LAMO18
#LAMO19
#LAMO20
#LAMO21
#LAMO22
#LAMO23
#LAMO24
#LAMO25

—

ral=Iralal=l=l=]l=]l=]l=]=]l=|=Irma]l= ]t

5.3. DUREZA

Nas seguintes tabelas encontram-se os valores de resisténcia a ruptura (N) obtidos no
teste de dureza, que representam a forca que é necessaria submeter a um comprimido
para que este sofra ruptura ( vide seccdo 3.4.6.). Estes resultados sé@o apresentados
nas seguintes tabelas 13 e 14, juntamente com os resultados obtidos em lotes do
mesmo produto e dose, e a especificacdo pretendida do teste em questéo.

Tabela 12- Valores de dureza minima (Minimo), maxima (Maximo) e média (Média), em N obtidos
no teste de dureza e comparacédo destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 25 mg
e respetiva especificacdo em N. Onde a primeira especificagdo apresentada corresponde a
especificacdo face aos valores de maximo e minimo, ja a segunda especificacdo apresentada
diz respeito & média dos valores obtidos.

Lote Minimo (N) Maximo (N) Especificagdo (N) Média (N) Especificagio (N)

#LAMO001 68 76 72
#LAMO003 72 78 75
#LAMO004 59 79 59
#LAMO005 52 90 69
#LAMO06 69 76 25-90 73 35-80
#LAMO007 63 74 59
#LAMO08 65 70 68
#LAMO009 65 73 70
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Tabela 13- Valores de dureza minima (Minimo), maxima (Maximo) e média (Média), em N obtidos
no teste de dureza e comparacao destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 100
mg e respetiva especificacdo em N. Onde a primeira especificacdo apresentada corresponde a
especificacdo face aos valores de maximo e minimo, ja a segunda especificacdo apresentada
diz respeito a média dos valores obtidos.

Lote Minimo (N) Maximo (N) Especificagdo (N) Média (N) Especificagdo (N)
#LAMO02 100 107 103
#LAMO10 g5 111 101
#LAMO11 a0 108 a8
#LAMO12 99 111 105
#LAMO13 94 107 100
#LAMO14 101 111 106
#LAMO15 85 123 101
#LAMO16 76 89 86
#LAMO17 107 114 50-125 109 60-115
#LAMO18 68 102 85
#LAMO19 85 111 106
#LAMO20 99 109 104
#LAMO21 74 a7 83
#LAMO22 91 107 101
#LAMO23 100 119 112
#LAMO24 88 89 83
#LAMO25 g5 100 a8

5.4. DISSOLUCAO LIDA EM UV

Na tabela 15 e tabela 16 encontram-se os valores de API dissolvido (% massica) obtidos
no teste de dissolucdo, aquando da utilizacdo da equacéo 15, com leitura em UV a 267
nm, que representam a quantidade de API que se dissolveu apés o comprimido ser
colocado num banho de 0,001 N HCI mediante as condicbes requeridas no
procedimento (vide seccéo 3.4.4.). Estes resultados sdo apresentados, juntamente com
0s resultados obtidos em lotes do mesmo produto e dose, e a especificagéo pretendida
do teste em questao.
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Tabela 14- Valores obtidos no teste de dissolugdo, em %, com recurso a UV e comparacao
destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 25 mg e respetiva especificagdo em %.

Lote Meédia (%) Minimo (%) Especificagao (%)
#LAMOO1 101 89
#LAMOO3 100 100
#LAMO04 102 88
#LAMOO5 98 93
#LAMO0G 88 97
#LAMOO7 103 96
#LAMOOSB 100 98
#LAMO0S 100 98

> 85.0

Tabela 15- Valores obtidos no teste de dissolugdo, em %, com recurso a UV e comparacao
destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 100 mg e respetiva especificacdo em %.

Lote Media (%) Minimo (%) Especificagao (%)
#LAMO0O2 102 100
#LAMO10 102 101
#LAMO11 100 99
#LAMO12 101 99
#LAMO13 103 101
#LAMO14 101 99
#LAMO15 100 98
#LAMO16 100 99
#LAMO17 RI) 93 = 85,0
#LAMO18 101 101
#LAMO19 101 99
#LAMO20 102 101
#LAMO21 100 98
#LAMO22 08 97
#LAMO23 101 100
#LAMO24 98 95
#LAMO25 89 97
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5.5. DOSEAMENTO DE API EM LOTES DE LAMOTRIGINA

Nas seguintes tabelas encontram-se os valores obtidos no ensaio de doseamento de
API, que representam a quantidade de API (%) que esta presente num comprimido ap6s
uma corrida em HPLC ( vide seccdo 3.4.1.). Estes resultados estdo apresentados nas
tabelas 17, 18 e 19, juntamente com os resultados obtidos em lotes do mesmo produto
e dose, e a especificacdo pretendida do teste em questéo. O padrao utilizado tinha uma
poténcia de 99,90 %, valor este necessario para a correcdo das massas do padrbes
utilizados, utilizando a equagao 14.

Tabela 16- Valores obtidos no teste de doseamento, em % para os lotes analisados e respetiva
especificacdo em %, assim como parametros dos picos obtidos, como a area destes em

uVolts*segundo.

Injegdo Area (uVolts*segundo) RT (min) Pratos Fator Simetria Quantificagdo (%) Média (%) Quantificagdo (%)
#LAMOO1_Inicio_1 1706341 9,053 13094 1,17 99,472
#LAMOO1 _Inicio_2 1706738 9,033 12972 1,18 99,495
#LAMOO1_Meio_1 1700004 9,031 12935 1,18 99,207 99 2
#LAMOO1 Meio 2 1700765 9,031 12992 1,18 99,252 !
#LAMOO1_Fim_1 1693719 9,014 12956 1,18 98,840
#LAMOO1_Fim_2 1692297 9,006 13002 1,18 98,767 95 - 105
#LAMO02_Inicio_1 1684939 5,999 13026 1,18 98,927
#LAMO02_Inicio_2 1682510 5,996 12982 1,18 98,781
#LAMO02_Meio_1 1697839 5,988 12988 1,18 99,804 99 4
#LAM0O02 Meio 2 1696422 8,986 12928 1,19 89,721 ’
#LAM0O02_Fim_1 1697161 8,993 12894 1,19 99 663
#LAM0O02_Fim_2 1698131 8,986 12851 1,19 89,710

Tabela 17- Valores obtidos no teste de doseamento, em % e comparacdo deste com o0s
resultados obtidos noutros lotes de dose 25 mg e respetiva especificagdo, em %.

Lote Quantificagiao (%) Especificagio (%)
#LAMOO1 992
#LAMOO3 08,6
#LAMO04 879
#LAMOOS5 971
#LAMOOG 98.9
#LAMOO7 o7 4
#LAMOOS 99 4
#LAMOOS 100 4

95.0-105.0
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Tabela 18- Valores obtidos no teste de doseamento, em % e comparacdo deste com o0s
resultados obtidos noutros lotes de dose 100 mg e respetiva especificacdo em %.

Lote Quantificagdo (%) Especificagao (%)
#LAMOO2 99 4
#LAMO10 100,9
#LAMO11 88.6
#LAMO12 98.8
#LAMO13 98,7
#LAMO14 08,7
#LAMO15 08,7
#LAMO16 99 5
#LAMO17 99.3 850-105,0
#LAMO18 89.6
#LAMO19 09.7
#LAMO20 88,0
#LAMO21 08,1
#LAMO22 89.6
#LAMO23 081
#LAMO24 100,0
#LAMO25 08.3

Para além disto, antes dos resultados de quantificacdo, alguns pardmetros devem ser
verificados, como o numero de pratos teoricos, o fator de simetria e o tempo de retengéo
para conferir a aptiddo do sistema ( vide seccdo 3.4.1.). Para isso verificou-se tanto
numa inje¢éo teste, como no primeiro padréo antes da reta de calibrag@o. Os resultados
obtidos podem ser vistos na tabela 20.

Tabela 19- Valores de pratos tedricos, fator de simetria e RT nos primeiros padrdes injetados.

Injegdo Pratos Fator simetria
PD2_Teste

RT (min)

PD2

Adicionalmente, mais parametros foram verificados para validar os resultados,
primeiramente, 0 RSD da reta (%) que foi feita com 5 injecdes (pedido em IA PG), de
seguida a recuperacao do padréo que se encontra antes da reta (PD2) e do padrao final,
e por fim a concordancia dos padrbes (PD1 e PD2) antes da reta. As equac0es utilizadas
para o descrito anteriormente podem ser observadas de seguida.

Massa PD1 Area PD2
Massa PD2 Area PD1

Concordancia entre padroes = (18)
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Area padrio

Recuperacio de padrdo = x 100 (29)

Média das areas da reta

Os resultados obtidos podem ser observados nas tabelas 21 e 23.

Tabela 20- Valor de RSD (%) das inje¢Bes da reta e respetivas especificagbes em %.

Injegoes reta Area (uVolts*segundo)  Média
PD2_1%injegdo 1711671
PD2_2%injegdo 1709715
PD2_3%injecdo 1710964 1710227,20
PD2_4%injegdo 1709702
PD2_5%injegdo 1709084

RSD (%) Especificagdo 25 mg (%) Especificagao 100 mg (%)

Tabela 21- Valores de concordancia entre os padrBes e de recuperac¢éo do PD2 antes das reta,
em %, juntamente com a respetiva especificagdo em %.

Injegdo Area (uVolts*segundo) Massa pesada (mg) Recuperagido (%) Concordincia (%) Especificagio (%)

PD1 1712850
PD2 1708582

Tabela 22- Valores de pratos tedricos, fator de simetria, RT e recuperacéo (quantificagéo) do
padréo final, assim como a respetiva especificacdo em %.

Injegdo Pratos Fator Simetria RT (min) Quantificagdo (%) Especificagio (%)

PD2_final

5.6. SUBSTANCIAS RELACIONADAS

Nas seguintes tabelas encontram-se os valores obtidos no ensaio de substancias
relacionadas, de modo a perceber quais as substéncias relacionadas existentes nos
comprimidos analisados (sec¢éo 3.4.2.). Deste modo, neste ensaio 0 que tem maior
peso ndo é a tanto a quantificacdo do API, mas sim a presenca de substancias
relacionadas que geralmente estdo nas matérias-primas, podendo ser semelhante ao
API em si, ndo sendo por isso retiradas. Nas figuras 23 e 24 é possivel observar os
cromatogramas obtidos em duas amostra (sendo este semelhante nas restantes). Estes
resultados séo entdo apresentados juntamente com os resultados obtidos em lotes do
mesmo produto e dose, e a especificagdo pretendida do teste em questdo, na tabela 24
e 25. De notar que os padrdes utilizados foram 0s mesmos, sendo a poténcia a mesma,
sendo alterada apenas a massa pesada.
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Figura 23- Cromatograma obtido no teste de substancias relacionadas para o lote
#LAMOO1_Inicio, onde o eixo x corresponde ao tempo de retencdo em minutos e o eixo y
corresponde as unidades de absorvancia (AU) a 309 nm. O caudal de trabalho foi de 1,0 ml/min,

com um volume de injecdo de amostra de 20 pL e silica, esférica, totalmente porosa e desativada
por base utilizada como resina.
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Figura 24- Cromatograma obtido no teste de substéncias relacionadas para o lote
#LAMOO2_Inicio, onde o eixo x corresponde ao tempo de retencdo em minutos e o eixo y
corresponde as unidades de absorvancia (AU) a 309 nm. O caudal de trabalho foi de 1,0 ml/min,

com um volume de injecdo de amostra de 20 L e silica, esférica, totalmente porosa e desativada
por base utilizada como resina.

Na figura 23 e figura 24, é possivel observar que nenhum componente de impureza
relacionada com o API foi detetado, observando-se apenas o pico de um branco (fase
mével) e o pico do API a ser testado.
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Tabela 23- Valores obtidos no teste de componentes (impurezas) com o API de Lamotrigina, em
% e comparacdo destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 25 mg e respetiva
especificacdo em %.

Lote  Maior impureza desconhecida (%) Especificagdo (%) Total de impurezas (%) Especificagdo (%)

#LAMOO1 ND ND

#LAMOO3 0,030 0,082

#LAMO04 0,033 0,051

#LAMOOS 0,089 0,095

#LAMOOG ND =010 ND =020
#LAMOOT 0,030 0,03

#LAMOOSB ND ND

#LAMOOS ND ND

Tabela 24-Valores obtidos no teste de componentes (impurezas) com o APl de Lamotrigina, em
% e comparacdo destes com os resultados obtidos noutros lotes de dose 100 mg e respetiva
especificacdo em %.

Lote  Maior impureza desconhecida (%) Especificagio (%) Total de impurezas (%) Especificagio (%)

#LAMO02 ND ND
#LAMO10 0.0 0.1
#LAMO11 0,0 0,1
HLAMO12 0,0 0,0
#LAMO13 0.0 0,1
#LAMO14 0.1 0,1
#LAMO15 0.1 0,1
#LAMO16 0.1 0,1
#LAMO17 0,0 £0,10 0,1 £0,20
#LAMO18 0.1 0,1
#LAMO19 ND ND
#LAMO20 ND ND
#LAMO21 0.0 0,0
HLAMO22 0.1 0,1
#LAMO23 0,0 0,0
#LAMO024 0.0 0,0
#LAMO25 ND ND

Para além disto, antes dos resultados para verificar existéncia de substancias
relacionadas, alguns parametros devem ser verificados, como o numero de pratos
tedricos, o fator de simetria e o tempo de retencédo para conferir a aptidao do sistema
(vide seccao 3.4.2.). Para isso verificou-se tanto numa inje¢éo teste, como no primeiro
padréo antes da reta. Os resultados obtidos podem ser vistos na tabela 26.

Tabela 25- Valores de pratos teoéricos, fator de simetria e RT nos primeiros padrfes injetados
para identificacdo de substancias relacionadas.

Injegdo Pratos Fator Simetria RT (min)

PD2_teste iy
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Adicionalmente, mais parametros foram verificados para validar os resultados,
primeiramente, o RSD da reta (relative standard deviation) em %, de seguida a
recuperacao do padréo que se encontra antes da reta (PD2) e do padrao final, e por fim
a concordancia dos padrdes (PD1 e PD2) antes da reta. Para obtenc&o dos valores de
recuperacao e concordancia falados, foram utilizadas as equacdes 16 e 17.

Os resultados obtidos podem ser observados nas tabelas 27 e 29.

Tabela 26- Valor de RSD (%) das inje¢des da reta e respetivas especificacdes em %.

Injectes reta Area (uVolts*segundo) RSD (%) Especificagio 25 mg (%) Especificagdo 100 mg (%)
PD2_1%injegao 6599

PD2_2%njegao 6701

PD2_3%njegao 6857 6719,80 1,48 <5 <2
PD2_4%injegdo 6774

PD2_5%njegao 6668

Tabela 27- Valores de concordancia entre os padrdes e de recuperacéo do PD2 antes das reta,
em %, juntamente com a respetiva especificagdo em %.

Injegdo Area (uVolts*segundo) Massa pesada (mg) Recuperagio (%) Concordancia (%) Especificagio (%)
PD1 7060 1023 | e
: 96,16 95-105
PD2 6782 10,22 100,93 ’

Tabela 28- Valores de pratos tedricos, fator de simetria, RT e recuperacéo (quantificagéo) do
padrao final, assim como a respetiva especificagdo em %.

Injegao Fator Simetria RT (min}) Quantificagao (%) Especificagao (%)
PD2_final 12014 1,12 9178 101,219 95-105

5.7. IDENTIFICACAO EM HPLC

De seguida séo apresentados os resultados utilizados para as identificagbes dos API
por HPLC.

No primeiro, onde se pretende o cromatograma do doseamento das amostras, exibam
0 mesmo tempo de retencdo do pico da Lamotrigina apresentada nos cromatogramas
dos padrfes (secc¢éo 3.4.3.), € apresentado de seguida nas tabelas 30 e 31, os tempos
de retencéo (RT) em minutos dos picos obtidos nos padrdes e amostras de doseamento.
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Tabela 29- Valores de RT, em minutos, obtidos em todos os padrbes injetados no teste de
doseamento dos lotes #LAMO0O1 e #LAMO002.

Injegio RT (min)
PD2
PD1
PD2_12 reta
PD2_22 reta

PD2_3 reta

PD2_42 reta

PD2_52 reta
PD2 recuperagio

Tabela 30- Valores de RT, em minutos, obtidos em todas as amostras injetadas no teste de
doseamento dos lotes #LAMO001 e #LAMO002.

Injegao RT (min)
#LAMO01_Inicio_1 0,053
#LAMO01_Inicio_2 9,033
#LAMO01_Meio_1 g 031
#LAMO01_Meio_2 9,031
#LAMO01_Fim_1 9014
#LAMO01_Fim_2 9,006
#LAMO02Z_Inicio_1 8,999
#LAMO02_Inicio_2 5,996
#LAMO02_Meio_1 8,088
#LAMO02_Meio_2 8,986
#LAMO02_Fim_1 5,993
#LAMO02_Fim_2 8,986

No segundo, no ensaio de DAD, onde ao injetar-se um branco, um padrdo e uma
amostra, observando o espectro no intervalo de 200 a 350 nm, se pretende verificar que
estes apresentam similaridade (vide sec¢éo 3.4.3.) o resultado pode ser observado nas
seguintes figuras 25 e 26, onde séo apresentados o padrdo e uma amostra.
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Figura 25- Cromatograma e espectro obtidos no no intervalo de 200 a 350 nm obtidos no padrao
injetado antes da reta, onde o0 eixo x corresponde ao tempo de reten¢cdo em minutos e o0 eixo y
corresponde as unidades de absorvancia (AU). O caudal de trabalho foi de 1,0 ml/min, com um
volume de injecdo de amostra de 20 uL e silica, esférica, totalmente porosa e desativada por
base utilizada como resina.
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Figura 26- Cromatograma e espectro obtidos no no intervalo de 200 a 350 nm obtidos na amostra
inicial do #LAMOO1 injetado, onde o eixo x corresponde ao tempo de retencdo em minutos e o
eixo y corresponde as unidades de absorvancia (AU). O caudal de trabalho foi de 1,0 ml/min,
com um volume de injecdo de amostra de 20 L e silica, esférica, totalmente porosa e desativada
por base utilizada como resina.

5.8. IDENTIFICACAO OXIDO DE FERRO AMARELO EM LOTES DE LAMOTRIGINA

Quando realizado este teste, apos a preparacdo da solucdo T e sua posterior utilizagdo
para 2 testes (vide seccao 3.4.9.), verificou-se que no teste 1, a cor vermelha que foi
produzida, apresentou-se mais escura que aguela obtida no branco, tratado de maneira
similar. Ja no teste 2, a cor azul que foi produzida, apresentou-se mais escura que
aguela obtida no branco, tratado de maneira similar. Ao obter-se estes resultados
(pretendidos na especificacdo) é evidenciada a presenca de 6xido de ferro amarelo no
produto, o que vai de encontro as caracteristicas deste produto que contém 6xido de
ferro amarelo na sua composigao.

5.9. PERDA POR SECAGEM

Nas seguintes tabelas encontram-se os valores de perda por secagem (%) obtidos no
perda por secagem, aquando da utilizacdo da equacdo 17, que representam a
percentagem de humidade perdida do produto a ser analisado (seccdo 3.4.8.). Estes
resultados séo entdo apresentados nas seguintes tabelas 32 e 33, juntamente com 0s
resultados obtidos em lotes do mesmo produto e dose, e a especificacdo pretendida do
teste em questéo.
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Tabela 31- Valores obtidos no teste de perda por secagem, em % e comparacédo deste com 0s
resultados obtidos noutros lotes de dose 25 mg e respetiva especificacdo em %.

Lote Perda por secagem (%) Especificagio (%)
#LAMO01 08
#LAMO03 0.9
#LAMO04 1,3
#LAMOOS 1,2
#LAMOO06 1.0 '
#LAMOO7 0.8
#LAMOOS 08
#LAMO09 0,7

Tabela 32- Valores obtidos no teste de perda por secagem, em % e comparacédo deste com 0s
resultados obtidos noutros lotes de dose 100 mg e respetiva especificacdo em %.

Lote Perda por secagem (%) Especificagio (%)
#LAMO0O2 0.7
#LAMO10 0.6
#LAMO11 0.7
#LAMO12 1.2
#LAMO13 0.8
#LAMO14 1,3
#LAMO15 0.7
#LAMO16 0.6
#LAMO17 2.2 =50
#LAMO18 1.0
#LAMO19 1.1
#LAMO20 0.8
#LAMO21 0.7
#LAMO22 09
#LAMO23 1.0
#LAMO24 1.4
#LAMO25 0.6
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6. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Analisando cuidadosamente todos os resultados obtidos através dos diversos testes
feitos é possivel afirmar que os valores se encontram tanto dentro do mesmo intervalo
de valores, como das especificacfes impostas.

Quanto a ensaios a nivel individual, comec¢ando pela uniformidade de massa e massa
média, sendo os valores semelhantes, como dito anteriormente, as diferencas obtidas
podem ser explicadas pelas variagbes de massa dos comprimidos ao longo dos lotes,
levando a massas médias diferentes, fazendo por isso variar a uniformidade de massa,
ja que um valor depende do outro.

Quanto ao teste de desagregacdo e teste de dureza, estando os valores dentro de
especificacdo, como dito anteriormente, no primeiro existe um valor que € um pouco
diferente dos outros (valores entre 1 e 3 min), que é de 7 minutos (#LAMO0O03) na
dosagem de 25 mg. Uma explicacdo que pode ser usada para ambos estes ensaios, e
este valor em especial é a possivel mal compactacao do comprimido (ficando este mais
rigido e compacto), sendo mais dificil ocorrer desagregacdo ou até pelo facto que ao
longo do tempo certos produtos tendem a ficar mais rigidos.

Quanto ao ensaio de dissolugdo, as pequenas variagcdes que foram observadas entre
os resultados podem ser explicadas por exemplo pela ma lavagem da célula a ser usada
para leitura UV, o facto de o tempo de estabilizacdo, quer da leitura, quer do
eguipamento nao ser o correto ou até o facto de o banho ser mal preparado, quer seja
quanto a mistura na solucao, quer a quantidade desta posta no banho.

Quanto aos ensaios de doseamento e substancias relacionadas, estando os valores
dentro de especificagdo, como dito anteriormente, em ambos a valida¢éo do sistema foi
feita, verificando-se que os valores de pratos teéricos, fator de simetria e RT se
encontravam dentro dos valores pretendidos, tanto hum padrdo de teste, como no
padrdo inicial injetado. Para além disto em ambos, o RSD obtido nas em cada reta
encontrava-se dentro de especificacao, havendo também recuperacéo e concordancia
nos padrbes antes da reta, assim como recuperacdo no padrdo final, validando o
trabalho. Ainda nas substancias relacionadas, os picos obtidos revelaram apenas a
existéncia do pico do principio ativo e de um branco, ndo sendo detetadas por isso
impurezas. Quando comparados a outros lotes, em ambas as dosagens, ainda que haja
alguns que igualmente ndo apresentem impurezas, a maioria dos lotes analisados
apresentou impurezas. Ainda assim, em ambos 0s casos, a especificacao foi respeitada.
Estas diferencas podem ser explicadas devido aos diferentes processos e estados de
degradacdo dos produtos, podendo até as impurezas obtidas (nos lotes que foram
detetadas) terem sido originadas pelo processo de mistura do API, com o contacto com
as diversas superficies. Todos os ensaios de identificacdo quer por HPLC, quer
colorimétrico, correram conforme planeado, obtendo-se os resultados esperados.

Por fim, no ensaio de perda por secagem, estando os valores dentro de especificagcéo,
algumas diferengas minimas podem ser explicadas no decorrer do ensaio, ja que o po,
guando mais tempo for submetido ao ar, mais humidade ganha, podendo esta interferir
nos resultados, isto é, deixar aberta a caixa de vidro onde se encontra a amostra podera
fazer a diferenca.
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7. CONCLUSAO

Apos o periodo de estagio na empresa Generis Farmacéutica S.A., confirmou-se que
0s objetivos de trabalho propostos foram cumpridos.

Seguindo os procedimentos analiticos necessarios e seguindo procedimentos com as
especificacBes necessarias foi possivel realizar todos os testes necesséarios para
assegurar a seguranca e qualidade dos produtos.

Em suma, este trabalho foi bastante proficuo, ja que permitiu pér em pratica
conhecimentos adquiridos ao longo do percurso académico, desde a licenciatura, ao
mestrado, ajudando por isso no que toca a evolucdo na parte pratica, isto é, a nivel
laboratorial, e a nivel profissional, visto que decorreu numa inser¢cdo numa das industrias
mais relacionadas com o curso, a farmacéutica. Assim como foi posto em prética o
conhecimento, também foi adquirido novo, aprendendo novas técnicas, como o0s testes
de dissolucdo e TLC, ou pondo em prética aquelas cuja teoria foi aprendida ao longo
curso, como o HPLC, uma técnica muito importante, bastante utilizada, sendo
indispensavel na analise dos produtos analisados ao longo do estagio, ou até a
interagdo com um tema novo para o discente, oS genéricos. Para além disto, a
participacdo nas atividades de melhoria continua, como as reunides kaizen, que
ocorreram semanalmente de modo a avaliar a performance das equipas e a participacao
nas atividades de gestao do laboratério, como gestfes e atualizagbes de stocks de
material e reagentes, auxiliaram numa melhor perce¢édo do ambiente em que se inseriu
o discente.

Foi também uma aprendizagem de relacionamento interpessoal com novos colegas

numa instituicdo nova que permitiu um crescimento a nivel pessoal e intelectual, que
por certo sera levado para a vida.
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7. CONCLUSION

After the internship period at Generis Farmacéutica S.A., it was confirmed that the
proposed work objectives were met.

Following the necessary analytical procedures and following procedures with the
necessary specifications it was possible to perform all the necessary tests to ensure the
safety and quality of the products.

In short, this work was very fruitful, since it allowed to put into practice knowledge
acquired throughout the academic course, from the undergraduate course to the
master's degree, thus helping about evolution in the practical part, that is, at laboratory
level, and at the professional level, since it took place in an insertion in one of the most
related industries of the course, pharmaceutical. Just as knowledge was put into
practice, new techniques were also acquired, such as dissolution and TLC tests, or
putting into practice those whose theory has been learned over the long course, such as
HPLC, a very important technique, widely used, being indispensable in the analysis of
products analysed throughout the internship, or even interaction with a new theme for
the student, generics. In addition, participation in continuous improvement activities,
such as kaizen meetings, which took place weekly to evaluate the performance of the
teams and participation in the management activities of the laboratory, such as
management and updates of material and reagent stocks, helped in a better perception
of the environment in which the student was inserted.

It was also an apprenticeship of interpersonal relationships with new colleagues in a new

institution that allowed a growth at a personal and intellectual level, which will certainly
be brought to life.
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