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Resumo: Este trabalho consistiu em investigar o processo de degradagdo do farmaco Fosfato Sodico de
Prednisolona (FSP) na forma farmacéutica de solug@o oral por meio de ensaios de degradagao, avaliando-se os
parametros de acordo com a Resolugdo n°. 899/2003 da ANVISA ¢ o processo de degradagdo do farmaco. O
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) desenvolvido para o doseamento do farmaco foi
validado a fim de comprovar sua aplicabilidade como indicativo de estabilidade, assegurando a confiabilidade
do mesmo. Apds o método ser validado no estudo da degradagdo do farmaco, comprovou-se que em condi¢des
drésticas de estresse oxidativo (H,0, 30%) e temperatura a 60°C, a degradacdo do farmaco ¢ dependente de sua
concentragdo (cinética de primeira ordem). Os resultados apresentaram-se satisfatorios, demonstrando que
este método ¢ adequado para investigacdo da formagdo de produtos de degradacdo na forma farmacéutica

solu¢do oral.

Palavras-chave: fosfato sodico de prednisolona, método indicativo de estabilidade, degradagdo.

Introducao

O estudo de produtos de degradagdo de um
medicamento faz-se necessario para atender aos
requisitos de orgdos regulamentadores no Brasil,
como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), e guias internacionais, tais como o0s
guias do International Conference Harmonization
(ICH) recomendados nos Estados Unidos, Japao e
Comunidade Européia, que preconizam a
quantifica¢do do principio ativo e dos produtos de
degradagdo para assegurar a qualidade do
medicamento [1,2].

De acordo com a Resolugdo n° 01, de 29 de
Julho de 2005 da ANVISA, deve-se apresentar no
estudo de estabilidade do medicamento a justificati-
va de auséncia ou a quantificagdo de produtos de
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degradacao assim como o método analitico corres-
pondente. Desta forma, é imprescindivel para a
industria farmacéutica o conhecimento de métodos
indicativos de estabilidade, analise critica de
resultados de degradacdo de amostras submetidas a
determinadas condigdes de estresse e a cinética da
degradacdo do produto em questao [3].

O Guia de Estabilidade determinado pela
United States-Food and Drug Administration (US-
FDA) define métodos indicativos de estabilidade
como métodos analiticos quantitativos validados que
podem detectar as alteragcdes das propriedades
fisicas, quimicas e microbiologicas do farmaco e do
produto, em relagdo ao tempo, e que sdo especificos,
de forma que o contetido do ativo, dos produtos de de-
gradacdo e outros componentes de interesse possam
ser exatamente medidos sem interferéncia [4].
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De acordo com a Resolugdo n°. 899/2003 da
ANVISA ¢ necessario validar os métodos analiticos
que ndo estdo descritos em farmacopéias ou compén-
dios oficiais devidamente reconhecidos pela
ANVISA preconizando também que para analise
quantitativa (teor) e analise de impurezas, a especifi-
cidade pode ser determinada pela comparag@o dos
resultados obtidos de amostras (farmaco ou medica-
mento) contaminadas com quantidades apropriadas
de impurezas ou excipientes e amostras nao contami-
nadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo ¢
afetado por esses materiais. Quando a impureza ou o
padrdo do produto de degradacdo ndo estiverem
disponiveis, compara-se os resultados do teste das
amostras contendo impurezas ou produtos de
degradagdo com os resultados de um segundo
procedimento bem caracterizado (por exemplo
metodologia farmacopeica ou outro procedimento
validado). Estas comparagdes devem incluir
amostras armazenadas sob condi¢des de estresse,
como, por exemplo, luz, temperatura, umidade,
hidrolise acida ou basica e oxidagdo [5].

O Fosfato sédico de Prednisolona (FSP) com
designag¢do quimica 11,17-dihidroxi-17-(2-
hidroxiacetil)-10,13-dimetil-6,7,8,9,10,11,12,13,
14,15,16,17-dodecahidrociclopenta[a]fenantreno-3-
uno disodio fosfato pertence a classe dos glicocorti-
coides [6]. E um esterdide, derivado do niicleo
ciclopentanoperidrofenantreno e possui potentes
efeitos antiinflamatorios, sendo amplamente
utilizado em tratamento de insuficiéncia adrenocorti-
cal aguda, cronica ou secundaria, em disturbios
alérgicos, em inflama¢do ndo reumatica, dentre
outras indicagdes [7].
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Figura 1. Estrutura molecular do fosfato sddico de
prednisolona.

O presente trabalho teve como objetivo inves-
tigar o processo de degradagdo do medicamento
Fosfato Sodico de Prednisolona na forma farmacéu-
tica de solugdo oral por meio de ensaios de degrada-
¢do forgada, utilizando a metodologia analitica para a
quantificag¢@o do farmaco (validada para tal finalida-
de), avaliando-se para isso, 0s parametros pertinentes
a classe II, de acordo com a Resolugdo n°. 899/2003
da ANVISA, que se refere a classificagdo do teste
conforme a finalidade, ou seja, para andlises de
ensaio limite para a determinag¢do de impurezas e
produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas, visando também o delineamento da
cinética de degradacdo do farmaco por meio de
determinagdes em tempos pré-determinados até
obtengdo da degradagdo maxima.

Materiais e Métodos

Os reagentes utilizados foram de pureza grau
analitico ou grau cromatografico e a agua foi
purificada pelo sistema Milli-Q® (resisténcia da
dguamaior que 18 MQcm™).

Utilizou-se um cromatdgrafo liquido de alta
eficiencia marca Shimadzu Prominense. As condi-
¢Oes cromatograficas estdo apresentadas natabela 1.

Tabela 1. Condigdes dos parametros cromatografi-
cos de andlise.

Fase movel Metanol: Tampao Acetato de

Aménio 20 x 10° mol L pH
7,0:Acido acético glacial

Fluxo 1,00 mL min."

Detector UV-DAD

Comprimento de 254 nm

onda

Volume injetado 20 uL

Temperatura do 30°C

forno

Coluna C18 150x4, 6 mm, 5 pm

Solu¢do amostra controle

Transferiu-se 1,0 mL dasolu¢do FSP (1,34 mg
mL" na forma farmacéutica soluciio oral) para baldo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com
agua destilada e homogeneizou-se. Filtrou-se em
membrana hidrofilicade 0,45 pm (concentragao final
de0,134mgmL" ou0,2766mol L™").
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Preparo do padrao

Pesou-se exatamente 13,4 mg de padrao de
trabalho de FSP em baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com agua destilada. Trans-
feriu-se volumetricamente 1 mL em um baldo de 10
mL e completou-se com 4agua destilada,
homogeneizando. Filtrou-se em membrana
hidrofilicade 0,45 um.

Especificidade/Degradagdo induzida

As amostras foram preparadas pipetando-se
1,0 mL da amostra e transferindo-se para baldo
volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 2,0 mL de cada
agente indutor de degradagdo e completou-se o
volume, conforme mostrado na tabela 2.

Apos determinado periodo na condigdo de
degradagdo, determinou-se a concentracdo do
fosfato de prednosolona.

analise da amostra submetida a degradagao induzida,
para verificar se o pico correspondente ao produto de
degradagdo apresenta boa separa¢do em relagdo ao
pico de interesse, FSP, comparando-se ao resultado
obtido no método sem alteragdo.

As alteracdes arbitrarias realizadas no
método para avaliacdo deste pardmetro foram: lote
da coluna cromatografica, fluxo da fase movel e
temperatura do forno da coluna.

Resultados e Discussao

Para a avaliagdo de possiveis produtos de
degradacao, analisou-se as amostras preparadas com
4cido (HCI 0,1 mol L"), base (NaOH 0,1 mol L"),
oxidagdo (H,O, 30%) e temperatura (45°C). A
formacdo de um produto de degradacdo pode ser
observada na condi¢do do estresse oxidativo com so-
lugdo de H,0,30% de acordo com as figuras 2, 3 e 4.

Tabela 2. Preparo das amostras para ensaio de degradagao induzida.

Id Condi¢ao de Agente indutor Volume da Volume do agente Diluente
degradacio amostra (mL) indutor (mL)
1 Hidrolise acida HCI1 0,Imol L 1,0 2,0 Agua
2 Hidrolise basica NaOH 0,1mol L™! 1,0 2,0 Agua
3 Oxidagio H,0,3% 1,0 2,0 Agua
4 Oxidagio H,0, 10% 1,0 2,0 Agua
5 Oxidagio H,0,30% 1,0 2,0 Agua
6 Temperatura 45°C por 60 min. 1,0 - Agua
Limite de detec¢do e quantifica¢do mall - kariem2
?S_:Detedor A = o~
As estimativas do limite de detecgdo (LD) e
limite de quantificagdo (LQ) foram obtidas a partir =0 ; -185.0
dos dados das regressdes lineares da curva de ]
calibracao considerando-se o desvio padrdo do ] [150.0
intercepto com o ¢ixo y (s) e a inclinag@o da curva 25_:
(S). Para o LD considerou-se o fator de multiplica¢do : 1750
3 eparao LQ o fator de multiplicagao foi 10. 0]
0 10 20 o

Robustez

Avaliou-se o parametro robustez por meio da
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Figura 2. Cromatograma da solugdo padrio de
fosfato sodico de prednisolona.

11

Artigo
Article



Artigo

Article
maU kfiem2 Os picos de FSP e do excipiente (componente
600 ~ ~
Tetector & & ] la formula¢do da solucdo oral) e do produto de
500 a 1500 legradagdo observados no cromatograma da solug@o
] £ imostra ap6s degradacao induzida apresentaram boa
i} ~ , . .
4004 & [185.0 esolugdo cromatografica com assimetria adequada
a0 2 Tabela 3). A pureza dos mesmos foi observada utili-
3 E L1200 rando-se detector com arranjo de fotodiodo (PDA),
200 g mnde se observaram os espectros de ultravioleta dos
. I 72 0 vicos do FSP (Figura 5a) e do seu produto de
] L EE legradacdo (Figura 5b) na solucdo amostra
0 . sstressado.
—— T T—{700
0 10 20 30 min
Figura 3. Cromatograma da solugdo amostra de mAU (@)

fosfato sodico de prednisolona. O pico em tempo de i
retengdo de oito minutos refere-se ao componente da il
formulagao (excipiente). 100

" \ P
Avaliou-se se o método ja previamente -

validado para a quantificacdo do farmaco também ¢ AR

adequado para o estudo de produtos de degradacao, .
ou seja, se o método ¢ indicativo de estabilidade, ]
avaliando-se os parametros de limite de detecgdo, 25
especificidade e robustez.

Especificidade
[ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘
‘ 225.0 250.0 275.0 nm
A figura 4 apresenta o cromatograma obtido
na analise de especificidade, apresentando a amostra
submetida a degradacdo oxidativa. (b)
mAU
60|
mal kggffom2 ]
BUDtDeTECtDr I % 1925 50;
; g [-1a0.0 E
500 40-)
] Frar s 1
407 g Hasa 309
3005 E Hazs 20*;
3 2 SE 1 (}f o
200{ \E % H77s 1
- 2 B 0-
1 UD: g 7s0 L T T T T T T T T T T
] o 225.0 250.0 275.0 nm
1725
0 + W ¥ a "I‘/i ]
e I L Figura 5. Espectros de absor¢do na regido do UV

para o pico de fosfato soédico de prednisolona (a) e
Figura 4. Solugio amostra submetida ao estresse ~ para o pico de degradacdo de fosfato sodico de
oxidativo. prednisolona (b).
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Os espectros de UV em diferentes tempos de
elui¢do dos picos avaliados apresentaram mesmas
bandas maximas e minimas de absor¢do,
demonstrando pureza adequada, ou seja, que os picos
se referem apenas aos seus respectivos compostos.
Também demonstra que ambas as estruturas sao
semelhantes, em relacdo aos seus grupos
cromoforos.

Limite de detec¢do e limite de quantificagdo

O limite de detecgdo e quantificag@o para FSP
foi calculado a partir da curva de calibragéo obtendo-
se a concentracdo de 48 ng mL" para o limite de de-
tecgdo e 161 ngmL ™" para o limite de quantificacio.

Robustez
A robustez foi avaliada por meio da analise da

amostra submetida a degradacdo induzida, na qual
obteve-se a formagdo de um pico correspondente ao

produto de degradacdo. Esta amostra foi analisada
nas condigdes cromatograficas com suas pequenas €
deliberadas variagdes dos parametros analiticos.

A Tabela 3 apresenta os valores da resolugdo
entre os picos do excipiente, do FSP e de seu produto
de degradacao observados na solucdo amostra sob
degradagao induzida.

Estudo da degradacdo do farmaco

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para
determinac¢do da condi¢do mais drastica, com a
variagdo na concentragao de perdxido de hidrogénio
e temperatura.

As Figuras 6 e 7 apresentam os resultados
obtidos na analise da amostra submetida a degrada-
¢do oxidativa (H,0,30%) e temperatura (60°C) para
analise da cinética da degradagdo do farmaco FSP.
Foram obtidos os graficos da degradagao do FSP em
meio oxidativo, concentragdo normalizada do
farmaco (mol L") em relacdo ao tempo (h) (Figura 6)

Tabela 3. Resolugdo (Rs) entre os picos do excipiente (Pico 1) e fosfato sodico de prednisolona (Pico 2) ¢ o seu

produto de degradagdo (Pico 3).

Parimetro

Rs — Picos 1 e2 Rs —Picos 2 e3

Método sem alteragao

Robustez fluxo da fase movel — 1,0 mL min™' para

0,9 mL min™!

Robustez temperatura do forno de colunas — 30°C

para 40°C
Robustez - diferentes lotes de coluna

7,85 9,71
8,45 9,47
8,59 9,48
7,91 9,96

Tabela 4. Degradagdo do fosfato soédico de prednisolona (%), com diferentes concentragdoes de H,O, ¢

temperatura.
6h 18h
Identificacio Oh 60°C 45°C 60°C 45°C
Amostra controle 97,17 - - - -
Amostra H,O, 3% 98,77 82,70 94,10 52,96 85,07
Amostra HyO, 10% 97,61 57,85 84,23 16,82 65,12
Amostra H,O, 30% 95,22 17,25 62,20 4,38 33,99
Ecl. Quim., Sao Paulo, 35 - 4:9 - 15,2010 13
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¢ do logaritmo natural (In) da concentragdo em
relacdo ao tempo (Figura 7).

Observam-se duas velocidades de degrada-
¢do do FSP de acordo com o tempo ¢ o grafico da
figura 7 indica uma cinética de primeira ordem. A
equacao da reta para a primeira etapa de degradacao é

1,0 ]

0,8

0,6

C/Co

0,4 n

0,2 -

0,0

t’h

Figura 6. Cinética de degradagdo do fosfato de
prednisolona em meio oxidativo (H,O, 30%) e
temperatura de 60°C. Co ¢ a concentragdo inicial em
mol L" e C as concentracdes ao longo do tempo.

0,5

0,0-
.0,5_-
.1,0_-
.1’5_-

-2,0

In C/Co

-2,5
-3,0 1

3,5

-4,0 T T T T T T T T T T T

t/h

Figura 7. Cinética de degradacdao do fosfato de
prednisolona em meio oxidativo (H,O, 30%) e
temperatura de 60°C, utilizando-se o logaritmo da
concentragdo. Co é a concentragio inicial em mol L'
e C as concentragdes ao longo do tempo.

igual a: y =-0,03194 - 0,28353x com r = -0,9990 e
para a segunda etapa de degradagdo ¢ igual a: y= -
1,08412-0,10719x comr=-0,9986.

No tempo até 6 horas da degradagao, a cons-
tante k, obtida da inclinacdio dareta, é de 0,28353 h' e
para o tempo acima de 6 horas, a constante cinética ¢
de 0,10719 h™. O valor do tempo de meia vida, t,,,
para a cinética de primeira ordem, ¢ de 2,44 horas
para a primeira etapa de degradagao e 6,46 horas para
asegunda etapa.

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
descreve a prednisolona com resistente a degradagao
em estudos realizados por 30 dias em condigdes de
100 % de umidade a 50°C, na auséncia de luz [8]. Na
literatura encontram-se também trabalhos que
mostram que a estabilidade deste farmaco tem alta
dependéncia da concentragdo da solugdo tampao e
que metais trago presentes atuam como catalisadores
da degradagdo, indicando que a adi¢do de agentes
sequestrantes elimina esta dependéncia [9]. Ja o
acetato de prednisolona na formulagdo de suspensdo
oral apresenta degradagdo a temperaturas acima de
50°Ceem pH acimade 6,00 [10].

Este estudo ¢ importante para conhecer o
mecanismo de degradagdo do principio ativo
estudado, a velocidade com que este forma produtos
indesejaveis que possibilitam determinar o tempo de
analise para prevenir interferentes.

Conclusao

O estudo foi realizado de acordo com o Guia
para Validacdo de M¢étodos Analiticos e
Bioanaliticos, analisando-se todos os parametros
pertinentes a classe II, para analises de ensaio limite.

Por meio dos resultados demonstrados no
presente estudo pode-se avaliar que o método
proposto para estudo do processo de degradacdo de
Fosfato sodico de Prednisolona solugdo oral ¢
especifico e robusto, atendendo as exigéncias das
aplicagdes analiticas e assegurando a confiabilida-
de do mesmo.

O estudo da degradacdo do farmaco compro-
vou que em condicdo mais drastica de inducdo
oxidativa (H,0, 30%) e temperatura a 60°C, a
degradacao ¢ dependente de sua concentragao, em
uma cinética de primeira ordem, permitindo prever a
velocidade de degradag@o do mesmo.

Desta forma, pode-se considerar este método
adequado para investigac¢ao da formagao de produtos
de degradagao na forma farmacéutica solugao oral.

Ecl. Quim., Sdo Paulo, 35 -4:9 - 15,2010



Abstract: This work was to investigate the process of degradation of the drug Prednisolone Sodium Phosphate
(FSP) in oral solution dosage form through the degradation experiments, evaluating the parameters in
accordance with Resolution 899/2003 ANVISA and the degradation process of the drug. The method by high
performance liquid chromatography (HPLC) developed for the determination of the drug was validated to
demonstrate its applicability as an indicator of stability, ensuring reliability. After the method be validated to
study the degradation of the drug, it was shown that drastic conditions of oxidative stress (H,0, 30%) and
temperature 60°C, the degradation of the drug is dependent on its concentration (first order kinetics). The
results were satisfactory, showing that this method is suitable to investigate the formation of degradation

products in oral dosage form solution.

Keywords: prednisolone sodium phosphate, stability study method, degradation.
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