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Resumo: Cloridrato de metformina (MTF) € um antidiabético oral muito utilizado no tratamento do diabetes mellitus
tipo II. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método indicativo de estabilidade para analise de
substancias relacionadas de MTF com seletividade adequada, utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
O método proposto foi realizado em coluna C18 — 4,6 mm x 250 mm - 5um, elui¢do isocrética, detector de DAD, no
comprimento de onda de 218 nm. A fase mével consistiu de fosfato de amoénio monobasico dissolvido em agua ultra-
pura, pH 2,0, fluxo 0,7 mL/min e temperatura do forno de coluna a 30°C. O método foi avaliado através do estudo de
degradacdo forcada de amostras do insumo farmacéutico ativo e da formulacdo, sendo exposto a condicées de hidrdlise
acida (HCI 1M - 10 dias), hidrélise basica (NaOH 1M - 15 horas), hidrolise neutra (dgua - 10 dias), oxidagdo (H202 30%
- 5 dias), fotdlise (6 x 106 lux/hora), temperatura (70°C - 10 dias), fons metélicos (Cloreto de Cobre I 1 M - 24 horas) e
degradacdo Umida (60°C/75 % UR - 10 dias). Foi encontrada degradacdo na condigédo oxidativa (26,6% na formulacéo e
16,4% no IFA) e na hidrdlise basica (10,0% no IFA). O método foi capaz de detectar os possiveis produtos de degradacdo
da formulacdo, mostrando-se especifico e capaz de mensurar o teor do insumo farmacéutico ativo na presenca de
produtos de degradagdo sem interferéncia, sendo considerado um método indicativo de estabilidade.

Palavras-chave: Metformina; Comprimidos; Estabilidade de medicamentos; Cromatografia liquida de alta pressao.

Abstract: Metformin hydrochloride (MTF) is an oral antidiabetic widely used in the treatment of type II diabetes
mellitus. The present work had as objective to develop a stability-indicating method for analysis of MTF related
substances with adequate selectivity, using high performance liquid chromatography. The proposed method was
carried out in C18 - 4.6 mm x 250 mm - 5um column, isocratic elution, DAD detector, at wavelength of 218 nm. The
mobile phase consisted of monobasic ammonium phosphate dissolved in ultra-pure water, pH 2.0, flow 0.7 mL / min
and column oven temperature at 30°C. The proposed method was evaluated through the forced degradation study
of the active pharmaceutical ingredient and the formulation, being exposed to acid hydrolysis conditions (IM HCl - 10
days), basic hydrolysis (IM NaOH - 15 hours), neutral hydrolysis 10 days), oxidation (30% H202 - 5 days), photolysis (6
x 106 lux / hour), temperature (70°C - 10 days), metal ions (Copper Chloride Il 1 M - 24 hours), humidity (60°C / 75%
RH - 10 days). Degradation was found in the oxidative condition (26.6% in the formulation and 16.4% in the API) and
in the basic hydrolysis (10.0% in the API). The method was able to detect the possible products of degradation of the
formulation, being specific and able to measure the content of the active pharmaceutical ingredient in the presence of
degradation products without interference, being considered a stability-indicating method.
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INTRODUCAO

O cloridrato de metformina
(MTF) & um antidiabético oral, o qual
pertence a uma classe de compostos
organicos conhecidos como bigua-
nidas, sendo muito utilizado no tra-
tamento do diabetes mellitus tipo
[I.! Apresenta grande utilizacdo no
mercado nacional, fazendo parte da
Relacao Nacional de Medicamentos
(RENAME).? Apesar de sua grande
utilizagdo como antidiabético, o MTF
pode ser utilizado para o tratamen-
to de ovério policistico. Estudos de-
monstram também que o MTF tem
acdo significativa na inibicdo do cres-
cimento de células envolvidas no
cancer ovariano e pancreatico.!

De acordo com a Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo, sua nomenclatu-
ra quimica é Cloridrato de N,N-dime-
tilimidodicarbonimidico diamida. Sua
formula empirica € C4H1INS-HCI e
possui massa molecular de 165,629/
mol. E descrito como um pé cristali-
no branco ou quase branco
facilmente sollvel em agua
e pouco solivel em etanol.?

resolucdo entre o pico de MTF e me-
lamina, uma impureza conhecida.

Nesse contexto, o desenvolvi-
mento de um Método Indicativo de
Estabilidade (MIE) se faz relevante.
MIE sdo métodos analiticos quantita-
tivos indicados para anélise de amos-
tras de estabilidade. Sdo métodos
especificos capazes de mensurar com
exatiddo o teor do insumo farmacéu-
tico ativo, produtos de degradacdo
e outros componentes de interesse,
sem interferéncia.

A classificacdo de um método
como indicativo de estabilidade tam-
bém depende da finalidade a qual
ele é proposto. Um método pode ser
indicativo de estabilidade somente
para teor, sendo capaz de quantificar
um IFA em meio aos seus produtos
de degradacdo sem quantificar todos
os produtos de degradacdo relevan-
tes; ou somente para produtos de
degradagdo, sendo capaz de quan-
tificar todos os produtos de degra-
dacdo relevantes, mas ndo o IFA; ou

Figura 1 - Formula estrutural de MTF e suas impurezas relacionadas

ainda indicativo de estabilidade para
ambos o0s aspectos, ou seja, para teor
e para produtos de degradacdo.*

O estudo de degradacédo forca-
da (EDF) é a ferramenta utilizada para
se obter um perfil de degradacéo
para o desenvolvimento do MIE com
seletividade adequada. O estudo do
perfil de produtos de degradacéo
(PD) e de impurezas em medicamen-
tos é regulado pela Agéncia Nacio-
nal de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
através da Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 53 de 2015 que
estabelece paréametros para a notifi-
cacdo, identificacdo e qualificacdo de
PD em medicamentos com substan-
cias ativas sintéticas e semissintéticas,
classificados como novos, genéricos
e similares. O estudo de degradacéo
forcada permite a geracéo de produ-
tos de degradacdo atraves da exposi-
¢do do IFA e produto terminado (PT)
a condicBes de estresse, sendo uma
ferramenta para se obter um perfil de
degradacéo para o desenvolvimento
do MIE, além de fornecer
informacgdes sobre as pos-
siveis rotas de degradagdo.*

O Drug Master File (DMF),
relatéorio do fabricante do
insumo farmacéutico ati-

Cloridrato de Metformina

Portanto, para garantir
a qualidade, a eficacia e a
seguranca do medicamento,

vo (IFA) de MTF, descreve
a rota de sintese de MTF e

Cianoguanidina

¢ imprescindivel uma meto-
dologia analitica adequada

reporta a presenca de pos-
siveis impurezas de sintese
e produtos de degradacéo

Melamina

na avaliacdo de impurezas
da formulacdo. Contudo,
poucas monografias  far-

(PD) (Figura 1).
O método para ana-
lise de sustancias relacio-

1-Metilbiguanida

macopeicas estdo descritas
com esta finalidade, fazen-
do-se necessario o desen-

nadas de MTF descrito na
farmacopeia foi avaliado
quanto a sua capacidade de
identificar e quantificar as

4,6-diamino-1,3,5-triazina-2-

biguanidina

volvimento de métodos in-
dicativos de estabilidade.

O principal objetivo
do método cromatografico

impurezas de MTF, porém
ndo apresentou seletividade

Dimetilamina CH3NHCH;

indicativo de estabilidade
¢é separar todas as impure-

adequada devido a falta de
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condicdo cromatogréfica. Porém, du-
rante as analises de bancada, pode-
-se observar que o método proposto
para analise de substancias relaciona-
das da Farmacopeia Brasileira 52 Edi-
¢do (2010) ndo era capaz de separar
o MTF e a sua impureza relacionada,
a melanina, com resolucdo adequada
(resolugdo minima de 10) estabeleci-
da pela prépria Farmacopeia.* Assim
sendo, a resolucdo entre melamina e
MTF é o principal problema encon-
trado na metodologia descrita pela
Farmacopeia Brasileira. Isto pode ser
explicado em parte, pelos valores da
constante de dissociacdo (pKa) entre
MTF (2,8 e 11,5) e melamina (5,1).°

Sendo assim, o artigo propde uma
adequacdo da metodologia descrita e
para embasar o estudo de degradacdo
forcada. Foi realizada uma busca na li-
teratura cientifica para métodos indica-
tivos de estabilidade que tenham sido
desenvolvidos e seus respectivos dados
referente as condi¢des de degradagdo.

O estudo de degradacéo for-
cada apresentado pelo fabricante do
IFA de MTF através de seu documen-
to DMF demonstra que o MTF ndo
¢ degradado frente a condic¢Bes de
hidrolise acida, oxidacdo, umidade,
temperatura e exposicdo a luz, so-
frendo apenas degradacdo frente a
hidrolise basica.

Bhamare et. al. realizaram estu-
dos de estresse em condi¢des de de-
gradacdo é&cida, basica, oxidativa, fo-
tolitica e térmica de comprimidos com
cloridrato de metformina associado ao
agente antilipémico fenofibrato, tendo
sido detectadas taxas significativas de
degradacdo na condicdo bésica.b

Konari e Jacob realizaram a de-
gradacdo forcada em meio acido,
basico, térmico, oxidativo e fotolitico
de comprimidos com a associa¢do de
trés antidiabéticos orais: metformina,

sitagliptina, e saxagliptina, tendo sido
encontrado degradacdo significativa
na condicdo de degradacdo basica.’

Rao et. al. realizaram estudos de
degradagdo forcada em comprimidos
contendo metformina em meio acido,
basico, oxidativo, térmico e fotolitico,
tendo sido encontrado degradacdo
significativa em todas as condi¢des.®

Stenger et. al. realizaram estudos
de degradagdo forcada em comprimi-
dos contendo metformina nas condi-
¢Oes acida, bésica, oxidativa e fotolitica,
tendo observado degradagéo signifi-
cativa apenas na condi¢do bésica.’

Esses estudos ajudaram a criar
um racional mais objetivo de ponto
de partida e de endpoints estabele-
cidos para os testes de degradacdo
forcada que foram realizados, dimi-
nuindo a experimentacao empirica e
promovendo celeridade, visto que, as
condi¢des de estudo foram baseadas
nesses estudos ja realizados.

N&o foram encontrados estu-
dos relacionados a degradacado for-
cada por meio de fons metalicos em
MTF. Dessa forma, foram utilizados
os critérios minimos recomendados
pelo International Council for Har-
monisation of Technical Require-
ments for Pharmaceuticals for Hu-
man Use (ICH) e pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS).1°

Diante do exposto, o objetivo
do presente trabalho foi desenvolver
um método indicativo de estabilidade
para analise de substancias relacio-
nadas de MTF com seletividade ade-
quada, utilizando-se a cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia, através
da adequacdo do método descrito
na farmacopeia brasileira de modo
que 0 mesmo possa ser considerado
como um MIE para analise de subs-
tancias relacionadas de MTF com se-
letividade e especificidade adequada,
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através da utilizacdo da ferramenta
técnica recomendada pelo érgéo re-
gulatério competente, que é o estu-
do de degradacéo forcada.

METODOS
Materiais e reagentes

A agua ultrapura obtida por sis-
tema Milli-Q (Millipore System, Suica)
foi utilizada no preparo de todas as
soluc@es. O fosfato de amdnio mono-
basico apresenta grau de qualidade
para anélise em CLAE e foi adquiri-
do da empresa Merck KGaA (Alema-
nha). O acido fosférico 85%, éacido
clorfdrico, hidroxido de sodio, pero-
xido de hidrogénio 30% e o sulfato
cUprico utilizados apresentam grau
PA e foram adquiridos das empre-
sas Alphatec (Brasil), J.T. Baker (EUA),
Vetec (Brasil), Exodo (Brasil) e Vetec
(Brasil), respectivamente. Todos o0s
reagentes e solugdes foram filtrados
por membrana de celulose regenera-
da 0.45um de poro (Millipore, Alema-
nha). O padréo de referéncia de MTF
foi adquirido do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (IN-
CQS, Brasil) e as impurezas, melamina
e cianoguanidina, da empresa Sigma-
-Aldrich (Alemanha) e os comprimi-
dos utilizados foram produzidos pelo
Laboratério Farmacéutico da Marinha
(LFM, Brasil). A coluna cromatogréfica
utilizada foi uma C18 250 x 4,6 mm x
5 um (Phenomenex, EUA).

Equipamentos e instrumentos

As analises foram realizadas em
um sistema de CLAE Shimadzu Nexe-
ra X2 equipado com detector de ar-
ranjo de diodos modelo SPD-M20A,
autoamostrador refrigerado modelo
SIL-30AC, integrador modelo CBM-
-20A e bomba modelo LC-30AD. Os
sinais adquiridos foram monitorados e
processados pelo software Lab Solu-
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tions. Outros equipamentos e instru-
mentos tais como pHmetro (Inolab,
Alemanha), balanca analitica ATX-224
(Shimadzu, Japdo), ultrassom (CTA,
Brasil), estufa (Visomes Plus, Brasil),
cadmara climéatica (Nova Etica, Brasil),
camara de fotoestabilidade (Nova Eti-
ca, Brasil) e pipeta automatica (Brand,
Alemanha) foram utilizados para ©
preparo dos padres e amostras.

Condigdes cromatograficas

O método utilizado é isocratico
com fluxo da fase movel de 0,7 mL/
min e como fase estacionéria foi utili-
zada uma coluna C18 (250 x 4,6 mm
x 5 um). O volume de injecdo das
amostras foi de 20 pL. A eluicdo de
MTF e suas impurezas relacionadas
foram visualizadas em detector ul-
travioleta no comprimento de onda
de 218 nm. A temperatura do forno
de coluna para todas as injecées foi
programada para 30°C + 2°C. Os
equipamentos utilizados foram devi-
damente calibrados e qualificados.

Preparo das solugdes

Foram utilizados padrdes de
impurezas com cianoguanidina e
melamina conforme descrito na Far-
macopéia Brasileira 52 Edicdo’® para
verificagdo da resolucdo entre os picos
pelo método proposto. A cianoguani-
dina foi preparada em uma
concentracdo final de aproxi-
madamente 0,001 mg/mL e
a solugéo de melamina apre-
sentou concentracdo final de
0,002 mg/mL, contaminada
com a solucdo padrdo de
MTF para se avaliar a resolu-
¢do entre os dois picos.

A fase movel foi prepa-
rada pesando-se 17g de fos-
fato de amdnio monobasico
para baldo volumétrico de

1000 mL com pH ajustado com é&cido
fosforico 85% para 2,0 e diluindo em
agua ultrapura.

As amostras para os testes de
hidrdlise, oxidacdo e fons metélicos
foram preparadas a partir de uma
solugdo-mae contendo metformina
na concentragdo 50 mg/mL, sendo
realizadas diluicdes a partir dessa so-
lucdo. As diluicdes subsequentes fo-
ram chamadas de D1, D2 e D3, com
concentragdes de 5 mg/mL, 0,5 mg/
mL e 0,005 mg/mL, respectivamente.
A solucdo D1 foi exposta a 1 mL do
agente degradante nas concentra-
¢Ges indicadas na tabela 1. A solucao
D1, mais concentrada, foi utilizada
para visualizacdo e quantificacdo das
impurezas e a solucdo D3 foi utilizada
para visualizar o decaimento do pico
principal de metformina e quantifica-
¢do da porcentagem de degradacao
apresentada apds a exposi¢do a de-
terminada condicdo.

Uma fina camada de amostra
(placebo, produto terminado tritu-
rado e IFA), aproximadamente 1 cm,
foi colocada em vidro de relégio e as
amostras foram expostas as condi-
¢Oes de umidade, temperatura e luz
por um tempo e intensidade apresen-
tados na tabela 1, em seguida, essas
amostras foram diluidas da mesma
forma que as amostras citadas acima.

Figura 2 - Cromatogramas sobrepostos das solu¢des de impurezas. Em
preto, a solucdo de MTF e melamina para calculo da resolucdo, onde o
primeiro pico é de MTF e o segundo de Melamina. Em rosa, a solucéo
de cianoguanidina. Os cromatogramasforam obtidos através do software
Labsolution nas condicdes de analise novas propostas nesse artigo.
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As solucbes D3 sem degrada-
¢do e com degradacéo foram com-
paradas quanto o seu decaimento
frente a degradacgdo exposta e foi
calculado o percentual de degra-
dagdo. As amostras D1 apos a ex-
posicdo a condicdo de degradacéo
foram avaliadas frente ao apareci-
mento de impurezas em compara-
¢do com a amostra sem degradacao.

RESULTADOS

O método para analise de
substancias relacionadas da Far-
macopeia Brasileira 52 Edicdo’ foi
utilizado como base para o desen-
volvimento do novo MIE, sendo a al-
teracdo de fluxo de 1,0 mL/min para
0,7 mL/min e do pH da fase movel
de 3,0 para 2,0 que apresentou me-
Ihores resultados de resolucdo entre
melamina e MTF, apresentando um
valor de resolugdo de aproximada-
mente 15, com separagdo adequa-
da conforme podemos visualizar na
figura 2, sendo superior ao minimo
exigido pela farmacopeia.

Assim, foram submetidas amos-
tras do farmaco isolado, do placebo
e do produto terminado, a umidade,
fotdlise, termdlise, hidrolise acida/
béasica/neutra, fons metélicos e oxi-
dagdo com objetivo de degradar en-
tre 10% e 30%. Apds a exposicdo aos
diferentes agentes degra-
dantes, as amostras foram
preparadas nas concentra-
¢oes de 0,005 mg/mL e 5
mg/mL, para avaliacdo do
pico principal de MTF e
para analise das impurezas:
5 mg/mL, respectivamente.

Um resumo dos resul-
tados e das condicGes de
degradacdo a que as amos-
tras foram expostas estdo
apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resumo dos resultados de degradacdo das amostras de IFA de MTF e PT com suas
respectivas purezas de pico

RESUMO DOS RESULTADOS DE DEGRADACAO DE METFORMINA

L % Degradacdo | % Impurezas Pureza de Pico
Condicéo
[FA* PT** IFA PT IFA PT
Hidrolise Neutra (10 dias) 0,3 1,9 0,3 0,6 0,999999 0,999780
Hidrolise Acida (HCI 1M - 10 dias) 0,9 4,5 08 0,8 0,999578 1,000000
Hidrolise Basica (NaOH 1M - 15 horas) 10,0 5,7 5,0 3,3 0,991950 0,994995
Oxidacao (H202 30 % - 5 dias) 26,6 26,6 14,8 18,6 0,998929 0,999990
Umidade (60°C/75 % UR - 10 dias) 31 0,5 0,3 0,6 0,999989 0,999900
Aquecimento (70°C - 10 dias) 14 14 0.3 0,6 0,999999 0,999750
fons Metalicos (CuCl2 1M — 24 horas) 43 2,0 0,3 0,6 0,999997 1,000000
Fotdlise (6x106 lux/hora) 8,0 8,0 04 0,6 0,999983 0,999996

*IFA — Insumo farmacéutico ativo **PT — Produto terminado.

O MTF demonstrou ser suscep-
tivel a degradacgéo por hidrolise basi-
ca e na condicdo oxidativa. A degra-
dacéo foi significativa (entre 10 e 30
%) nas condicGes de hidrdlise basica
com NaOHIM apos 15 horas de oxi-
dacdo com H202 30 % apos 5 dias,
ambos em temperatura ambiente.

Além disso, é importante des-
tacar que a formulagdo apresentou
atividade protetora frente a hidrdlise
béasica com o IFA sofrendo uma de-
gradacdo de 10,0%, enquanto a for-
mulacdo apresentou degra-
dacdo de 5,7%, além disso,
as duas impurezas relacio-
nadas na Farmacopeia Bra-
sileira foram identificadas:
cianoguanidina e melamina,
conforme a figura 3.

Na oxidacdo, obser-
vamos o efeito reverso, a
formulacdo ndo protegeu
o MTF de sofrer oxidacdo,
a formulagdo apresentou a
formacdo de 18,6% de im-

purezas frente a 14,8% de impurezas
que surgiram com a exposicdo do MTF
apenas. A avaliacdo da degradacao
por oxidacdo com peroxido de hidro-
génio levou em consideracdo apenas
0 aparecimento de impurezas, pois, a
avaliacdo do decaimento do pico de
MTF foi prejudicada, uma vez que, 0
pico de peroxido de hidrogénio inter-
fere na integracdo adequada do pico
de MTF. Apesar dessa interferéncia, o
balan¢o de massas ainda apresentou
um valor aceitavel e o aparecimento

Figura 3 - Comparativo entre oscromatograma de IFA sem de-
gradacédo (linha vermelha) e apds a exposicdo a degradagao ba-
sica com NaOH 1M - 15 horas (linha azul) com a indicacao dos
picos de cianoguanidina e melamina na condicdo degradada.
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de impurezas demonstra que o MTF
é suscetivel a oxidacao.

As demais condicdes de de-
gradacdo apresentaram degrada-
céo insuficiente (<10%) em diversos
tempos testados. Com isso, foram
delimitados endpoints para as con-
dicdes de degradacédo conforme es-
tabelecidos em guias internacionais,
10 como o WHO Expert Committee
on Specifications for Pharmaceutical
Preparations n°52, o qual estabele-
ce que na auséncia de produtos de
degradagdo apds 10 dias,
o IFA é considerado esta-
vel sob as condi¢des de es-
tresse particulares.® Mesmo
frente a condicBes extremas
de degradacdo, as demais
condicées apresentaram
degradacdo menor que
10% e, dessa forma, foram
consideradas estaveis.

Duas impurezas foram
identificadas na condicéo de
hidrolise  basica (NaOH1IM
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apos 15 horas), cianoguanidina e mela-
mina. No IFA, os valores obtidos foram
de 0,02% e 0,67%, respectivamente e
no produto terminado, os resultados
foram 0,05% e 0,74%, respectivamen-
te. Esses dados refletem que a quan-
tificacdo dessas impurezas nas con-
centracdes indicadas pela legislacdo
vigente e pela Farmacopeia Brasileira
52 Edicdo esta assegurada pela meto-
dologia desenvolvida, o que garante
seguranca nas analises do produto ter-
minado frente aos possiveis produtos
de degradagdo.>* Outras impurezas
desconhecidas foram quantificadas
com um total de impurezas de 3,3%
no IFA e 5,0% no produto terminado
(incluido as impurezas conhecidas
descritas acima).

A pureza de pico foi verificada
para MTF em todas as condicbes de
estresse e foi calculada pelo software
Labsolution. Os resultados encontra-
dos, resumidos na Tabela 1, demons-
tram que o pico de MTF permaneceu
puro, sem influéncias de impurezas
que poderiam interferir na metodolo-
gia estudada durante a avaliacdo da
sua estabilidade de longa duracéo.

As impurezas que surgiram pro-
venientes das condicbes de degrada-
¢do, mesmo nas condi¢cBes em que a
degradacdo foi menor que 10% foram
quantitativamente equivalentes ao de-
caimento do pico de metformina, ou
seja, 0 balanco de massas apresenta-
do foi satisfatério em todas as condi-
¢Bes, apresentando valores iguais ou
proximos a 100%. As condicoes onde
0 balanco de massas foi diferente de
100% ocorreram, possivelmente, devi-
do a variacdo intrinseca do procedi-
mento de anélise ou por diferenca de
absortividade molar dos produtos de
degradacdo que surgiram.!

O método foi validado confor-
me a RDC n® 166 de 2017 e apre-

sentou seletividade, sendo capaz de
identificar de forma inequivoca, a
resposta do analito na presenca dos
demais componentes da formula-
¢do. MTF, cianoguanidina, impureza
B, melamina e amostra apresenta-
ram os mesmos cromatogramas com
areas maximas e minimas no mesmo
comprimento de onda. As impurezas
utilizadas foram as impurezas avalia-
das também pelo fabricante, sendo
que melamina e impureza B foram
utilizadas apenas para identificacdo
e cianoguanidina foi utilizada com
o intuito de quantificacdo, por isso,
os testes de validacdo também fo-
ram aplicados a ela. A linearidade
foi avaliada para cianoguanidina e
MTF, tendo como critério de aceita-
¢do o coeficiente de correlacédo (r)
> 0,990, sendo os resultados de r =
0,9983 e 0,9944 para cianoguanidina
e MTF, respectivamente. O limite de
detec¢do (LD) e limite de quantifica-
¢do (LQ) foram calculados estatisti-
camente através dos resultados de
linearidade e apresentaram valores
de LD: 0,00005 mg/mL e LQ: 0,00014
mg/mL para cianoguanidina e LD:
0,00001 mg/mL e LQ: 0,00003 mg/
mL para MTF. A precisdo intracor-
rida (repetibilidade) foi avaliada pelo
Desvio Padrdo Relativo (DPR), sendo
estabelecido o critério de aceitacao
de 5,6%, os valores obtidos foram
de 0,7% e 0,3% para cianoguanidina
e MTF, respectivamente. Para avalia-
¢do da precisdo intercorrida (preci-
sdo intermediéaria) foi estabelecido o
desvio padrédo relativo entre as ana-
lises dos analistas no mesmo dia e
em dias alternados de até 5,6%. Para
analise complementar da precisdo
intermediéria, foi calculado o valor
de F para avaliacdo das variancias.
Os resultados obtidos em todas as
avaliaces apresentaram o DPR den-
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tro do limite estabelecido e as vari-
ancias foram consideradas homogé-
neas em todos os casos. A exatidao
foi avaliada através da recuperacao,
tendo como critério de aceitacéo va-
lores entre 95% — 105%, tanto para
cianoguanidina, como para MTF. O
teste foi realizado em 3 niveis (bai-
xo, medio e alto) e apresentou 0s
seguintes resultados para cianogua-
nidina: 102,8% (baixo), 99,5% (mé-
dio) e 97,1% (alto) e para MTF 97,9%
(baixo), 100,1% (médio) e 99,0%
(alto). A estabilidade das solugées
foi avaliada, sendo as mesmas
consideradas estaveis até 48 ho-
ras apds o preparo, pois apresen-
taram resultados de recuperacdo
dentro da faixa de 95% a 105%
em relagcdo ao tempo inicial, assim
como a robustez, onde o método
mostrou-se robusto (recuperacado
95 a 105% frente ao método sem
alteracao) frente aos diversos fa-
tores avaliados, como variacao do
pH da fase moével, diferente fabri-
cantes de coluna e variacdo do
fluxo da fase movel.t?

DISCUSSAO

Por meio da pesquisa bibliogra-
fica realizada, p6de-se observar que
o MTF pode ser suscetivel a oxidacao,
a fotdlise, a degradacao térmica, mas
principalmente a hidrélise basica.

De acordo com os resulta-
dos experimentais apresentados
pelo teste de degradacdo forcada,
a porcentagem de degradacdo foi
significativa (entre 10% e 30%) nas
condi¢des de hidrolise basica e de
oxida¢do, demonstrando que os re-
sultados do estudo de degradacdo
forcada realizado estdo de acordo
com a literatura cientifica.

E importante destacar que as
condicBes utilizadas entre os dife-
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rentes autores variam muito. Cada
autor utiliza seu método de escolha,
estipula seu endpoint e escolhe pa-
rametros como, por exemplo, tem-
peratura. Além disso, é importante
ressaltar que a formulacdo e o IFA
utilizados nos estudos apresentados
também sdo diferentes. Sendo as-
sim, o perfil de degradacdo de cada
fabricante é Unico, podendo gerar
diferentes impurezas e diferentes
porcentagens de degradagdo em
cada estudo de degradacao forcada.
Contudo, mesmo diante dessas ob-
servacdes os resultados encontrados
corroboram com os dados encontra-
dos na literatura cientifica.

Ainda de acordo com os resulta-
dos apresentados, podemos perceber
que a formulacdo, avaliada na mesma
condicdo que o IFA, apresentou ativi-
dade protetora frente a hidrdlise ba-
sica (5,7%), o que demonstra que o
produto terminado é mais estavel que
o IFA frente a sua tendéncia a forma-
¢do de produtos de degradacao.

Além disso, é importante des-
tacar que a MTF é estéavel frente a
condicdo de umidade e temperatura,
posto que, o processo produtivo do
produto terminado envolve as etapas
de granulacdo, secagem, mistura e
revestimento, sendo assim, exposto a
condicdes de alta umidade devido a
adicdo de solucdo aglutinante aquo-
sa e aguecimento, tanto durante a
etapa de secagem do granulado em
estufa, a 55°C por 1 hora, como no
revestimento dos nucleos.

Ainda assim, de acordo com
os resultados obtidos no estudo de
degradacdo forcada de Cloridrato
de metformina, o IFA ndo apresen-
tou degradagdo significativa (<10%)
mesmo em condicdes extremas, com
valores de temperatura, umidade e
tempo de exposicdo superiores aos

utilizados durante a producdo do
medicamento. As degradacbes por
hidrolise neutra e acida também nao
foram consideraveis e a formulacdo
apresentou efeito protetor do IFA
frente a hidrolise basica.

Os resultados obtidos sugerem
que as condicBes de processamento
utilizadas ndo influenciariam no perfil
de degradacdo do produto terminado.

Diante dos resultados apresen-
tados, o método foi considerado in-
dicativo de estabilidade, pois apre-
sentou resultados confiaveis, sendo
capaz de quantificar seus produtos
de degradacdo em meio aos demais
componentes da formulacdo, sem in-
terferéncia. O placebo néo apresen-
tou nenhum componente eluindo no
mesmo tempo de retencdo da MTF
ou dos produtos de degradacéo e
ndo apresentou alteracdo frente as
condicBes avaliadas. Além disso, para
corroborar e complementar o estudo
de degradacdo, o método foi valida-
do e apresentou todos os parametros
dentro da faixa de aceitacdo, confor-
me apresentado acima.

CONCLUSAO

O método indicativo de esta-
bilidade desenvolvido por cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia por
fase reversa para determinagdo de
substancias relacionadas de MTF é
seletivo, sendo capaz de separar as
impurezas do MTF em meio aos de-
mais componentes da formulagdo,
sem interferéncia e atendendo as
atuais exigéncias regulatérias. O es-
tudo de degradacdo forcada foi re-
alizado conforme a legislacéo atual
e gerou subsidio necessario para o
desenvolvimento da metodologia in-
dicativa de estabilidade e forneceu
o perfil de degradacéo do produto
terminado, estabelecendo as possi-
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veis impurezas que podem ser for-
madas ao longo da vida util do pro-
duto terminado. O método indicativo
de estabilidade desenvolvido atraves
do EDF pode ser submetido a outros
critérios de avaliagdo interlaboratorial
e ser submetido como método para
avaliacdo de substancias relaciona-
das da Farmacopeia Brasileira, pois o
mesmo demonstrou ser apto para a
finalidade proposta de avaliagdo de
impurezas atraves dos resultados de
validacao, podendo ser utilizado na
avaliacdo da qualidade seguranca e
eficacia do medicamento.
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