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Rezumat

Impuritatile organice sau anorganice din produsul medicinal veterinar pot proveni din materiile prime, din
procesul de fabricatie, dintr-o purificare incompleta, dintr-o conservare necorespunzatoare. Limitele
admise pentru impuritati in cadrul preparatelor farmaceutice se apreciaza prin comparare cu solutii
etalon, conform monografiilor corespunzatoare. Studiile de degradare fortata definesc stabilitatea
metodei de dozare a compusilor activi si a intregului produs finit in conditii excesive, de degradare
accelerata. De asemenea furnizeaza informatii privind caile de degradare si selectivitatea metodelor
analitice aplicate. Informatiile furnizate de catre studiile de degradare aplicate asupra compusului activ si
produsului farmaceutic final trebuie sa demonstreze specificitatea metodei analitice fata de impuritati.
Studiile de degradare fortata trebuie sa demonstreze ca impuritatile si produsii de degradare rezultati nu
interfera cu compusul activ. Metodele curente de degradare fortata se refera la hidroliza acida, hidroliza
bazica, oxidarea, expunerea la temperatura si lumina produsului medicinal. Metodele HPLC reprezinta un
instrument analitic integral in analiza stabilitatii produsului medicinal. Metoda HPLC trebuie sa poata
separa, detecta si cuantifica diferitii produsi specifici de degradare, care pot rezulta in urma prepararii
sau conservarii produsului medicinal, precum si entitatile nou aparute in urma sintezei. Ghidurile FDA si
ICH recomanda introducerea in documentatia necesara punerii pe piata a produsului medicinal a
rezultatelor, inclusiv cromatogramele specifice produsului medicinal supus degradarii fortate. De
asemenea, utilizarea metodelor HPLC in studiile de degradare fortata aplicate asupra produselor
medicinale ofera informatii importante asupra conditiilor de stabilire a formulei preparatului medicinal, de
sinteza a acestuia, a modalitatilor de ambalare si a conservabilitatii acestora.

Abstract

The organic or inorganic impurities in the veterinary medicinal product can derive from starting
materials, manufacturing process, incomplete purification, inappropriate storage. The acceptable levels
of impurities in pharmaceuticals are estimated by comparison with standard solutions, according to the
appropriate monographs. Forced degradation studies determine the stability of the method of dosage for
the active compounds and for the entire finished product under excessive accelerated degradation
conditions. They also provide information on degradation pathways and selectivity of analytical methods
applied. The information provided by the degradation studies on the active compound and finished
pharmaceutical product should demonstrate the specificity of the analytical method regarding impurities.
Forced degradation studies should demonstrate that the impurities and degradation products generated
do not interfere with the active compound. The current forced degradation methods consist of acid
hydrolysis, basic hydrolysis, oxidation, exposure of the medicinal product to temperature and light.
HPLC methods are an integral analytical instrument for the analysis of the medicinal product. The HPLC
method should be able to separate, detect and quantify various specific degradation products that can
appear after manufacture or storage of the medicinal product, as well as new elements appearing after
synthesis. FDA and ICH guidelines recommend the enclosure of the results, including the
chromatograms specific to the forced degradation-subjected medicinal product, in the documentation for
marketing authorization. Using HPLC methods in forced degradation studies on medicinal products
provides relevant information on the method of determination for the formulation of the medicinal
product, synthesis product, packaging methods and storage.
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Introducere

Cromatografia de lichide de Tnalta
performanta HPLC reprezinta un instrument
analitic important utilizat pentru studiul
stabilitatii produselor medicinale [12, 13].

Metodele HPLC permit separarea
compusilor individuali prezenti  intr-un
amestec, identificarea si  cuantificarea
fiecarui component.

Cromatografia poate fi descrisa ca un
proces de transfer de masa care implica
adsorbtia.

In metodele HPLC, datorita presiunii
inalte de lucru, proba de analizat este
trecuta Tmpreuna cu faza mobila printr-o
coloana cromatografica umpluta cu un
sorbent — faza stationara, conducand la
separarea compusilor din proba [12, 13].

Presiunea de lucru poate atinge 400 —
600 bari, permitand separarea compusilor n
timp scurt, comparativ cu metodele clasice
cromatografice, care se bazau pe separarea
la presiune gravitationala.

Compusul activ din coloana
cromatografica este un material granular
format din particule de siliciu sau diferite
tipuri de polimeri.

Componentii dintr-un amestec sunt
separate pe baza gradelor diferite de
interactiune cu particulele fazei stationare.

Faza stationara este alcatuita dintr-un
amestec de solvent (metanol, acetonitril,
apa). In procesul de separare un rol
important il are temperatura de lucru, prin
influenta  asupra interactiunilor  intre
compusul de analizat si faza stationara [1].

Aceste interactiuni sunt: fizice, de tip
hidrofob, dipol — dipol, ionice, sau combinatii
ale acestora. In alegerea fazei stationare si
a fazei mobile se tine cont de structura
chimica a compusului de analizat [1, 2].

Schema unui cromatograf de lichide de
inalta presiune cuprinde: pompa,
autosampler-ul, detectorul si compartimentul
fazei mobile (solventilor). Cu ajutorul pompei
proba de analizat este trecuta prin coloana
cromatografica, ajungand la detector [12].
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Detectorul genereaza un semnal
proportional cu cantitatea de proba trecuta
prin coloana, permitand astfel analiza
cantitativa.

Prelucrarea datelor este facuta cu
ajutorul unui software specific fiecarui
producator de echipamente HPLC.

Pompa poate lucra in gradient (in acest
caz este posibila modificarea fazei mobile si
a fluxului de solvent la diferite intervale de
timp, permitand separarea find a compusilor
unui amestec) sau liniar.

Detectorul poate fi de tip: UV / VIS,
diode array (PDA), detector de
conductivitate, detector de fluorescenta,
detector de indice de refractie, detector
electrochimic, spectrometru de masa.

In functie de structura chimica a
compusilor de separat si de caracteristicile
fazei stationare (coloana cromatografica)
metodele cromatografice se disting metode
cromatografice cu faza normala, cu faza
inversa, de excludere moleculara, de schimb
ionic, de bio-afinitate.

La trecerea prin coloana cromatografica
compusii dintr-un amestec sunt retinuti la
timpi diferiti — timp de retentie - in functie de
afinitatea acestora pentru coloana si de
procesele de partitie realizate intre faza
stationara si faza mobila.

Timpul de retentie este influentat de
tipul de eluent (faza mobila), compozitia
fazei mobile, tipul de faza stationara, natura
analitului.

Eficienta selectivitatea  fazei
stationare sunt parametri intrinseci ai
coloanei cromatografice, si depind de tipul
de faza stationara, lungimea coloanei,
diametrul particulelor fazei stationare, viteza
de curgere prin coloana  (fluxul),
temperatura, prezenta compusilor ionizabili.

Metodele HPLC utilizate in controlul
produselor medicinale trebuie sa poata
furniza informatii cu privire asupra identitatii,
puritati si  stabilitati pe perioada de
conservare a compusului activ [2-4].

Metoda analitica trebuie sa cuantifice
riguros compusul activ, de interes, fara sa
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interfereze cu  eventualele  impuritati
prezente in materia prima sau cele rezultate
in urma procesului de fabricatie si nici cu
produsii rezultati prin degradare fortata
aplicata asupra produsului medicinal [1-5].

in cazul prezentei mai multor compusi
activi in produsul medicinal, metoda HPLC
trebuie dezvoltatd astfel incat sa permita
separarea acestora — rezolutia metodei.

Metoda HPLC trebuie sa furnizeze
informatii asupra  puritatii peak-ului
compusului activ de interes, tindnd cont de
influenta fazei mobile si a solventului de
extractie [12, 13].

Studiile de degradare fortata

Conform documentelor ICH si FDA
validarea unei metode HPLC furnizeaza
informatii asupra stabilitati  produsului
medicinal analizat, procedura analitica
avand capacitatea de a detecta modificarile
dependente de timp ale proprietatilor
compusilor activi. O astfel de metoda poate
cuantifica cu acuratete compusii activi, fara
interferenta cu produsii de degradare,
impuritatile intrinseci, excipientii sau alte
impuritati potentiale [7-11].

Aceste metode furnizeaza informatii
asupra modului de eliberare a compusului
activ Si a produsului medicinal,
compatibilitatea  excipientilor, influenta
modului de ambalare. Studiile de degradare
fortata aplicate asupra unui compus activ
sau unui produs medicinal vor furniza, de
asemenea, informatii asupra cailor de
degradare ale acestora, diferentierea intre
produsii de degradare datorati compusului
activ si cei rezultati din degradarea
excipientilor, elucidarea structurii produsilor
de degradare, determinarea stabilitatii
intrinseci a moleculei compusului activ n
solutie si in forma solida, mecanismele de
degradare termica, hidrolitica, oxidativa si
fotolitica ale substantei active si compusului
medicinal [11].

Experimentele de degradare fortata sunt
realizate astfel 1incat sa se obtina
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degradarea  controlata a  produsului
medicinal, respectiv compusilor activi, pentru
observarea modului de elutie In metoda
HPLC.

Prin expunerea probelor la conditii
extreme de tipul temperaturii, radiatiei
luminoase, domeniului larg de pH si
agentilor oxidanti, se obtin compusi
degradati partial care pot fi analizati prin
HPLC in scopul determinarii interferentelor
dintre peak-urile datorate compusilor activi si
cele ale substantelor inrudite [7-11].

Scopul este obtinerea unei degradari de
10%; orice degradare suplimentara de pana

la 30% face subiectul unei degradari
secundare, de aceea se recomanda
conducerea  experimentelor 1n  acest

domeniu (10%).

Documentele reglementarilor FDA si
ICH furnizeaza definitii utile si cometarii
generale asupra studiilor de degradare, insa
informatii putine cu privire la strategiile si
pricipiile de baza pentru realizarea studiilor
de degradare fortatd (ex. Tn cazul
medicamentelor slab solubile sau
compusilor stabili)[3-9].

Degradarea excesiva a unei molecule
poate conduce la profile de degradare care
nu sunt representative pentru conditiile de
stocare si pentru devoltarea metodelor de
preparare si analiza a produsului medicinal.

Astfel, studiile de degradare trebuie sa
nu fie excesive. Trebuie stabilit un echilibru
intre cantitatea de agent degradant si timpul
de degradare, deoarece anumiti factori pot
sa nu conduca la o degradare semnificativa
Pentru fiecare tip de degradare se prepara
cate o proba martor, pentru a discrimina
intre background si proba degradata [11].

Experimentele de degradare fortata se
pot aplica si asupra compusului activ /
excipienti pentru observarea cailor de
degradare a substantei de interes.

De asemenea trebuie luate in calcul
interactiunile care pot apare intre compusul
de interes si capsula / filmul protector.

Conditiile de degradare se ajusteaza n
functie de fiecare compus activ de interes,
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deoarece apar diferente de raspuns legate
de solubilitate sau stabilitatea extrema la
anumite conditi. Ducerea la extrem a
conditilor de degradare fortata poate
conduce la rezultate inexacte,
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neconcludente pentru studiile ulterioare de
stabilitate si conservabilitate a produsului

dupa expunerea de durata, semnificativa
(Tabelele 1 si 2).

Tabelul 1.

Exemple de conditii de degradare fortata aplicate compusului activ si produsului medicinal

Substanta activa Produs medicinal

. . . . . Solutie/
Solid Solutie / Suspensie Solid Semisolid Suspensie
) . Fotoliza
Fotoliza Hidroliza acida/ Fotoliza Oxidare Fotoliza
Termoliza . Oxidare . -
bazica Termoliza Oxidare
Temperaturea Oxidare Temperatura/ Temperatura/ Termoliza
Umiditate Umiditate per
Umiditate
Tabelul 2.
Conditii generale de studii de degradare fortata
Tip Conditii Conditii
de degradare experimentale de stocare
Hidroliza acida HCI 0.1 N, HCI 0.5 N, HCI 1N 15, 60, 90 min.
Hidroliza bazica NaOH 0.1 N, NaOH 0.5 N, NaOH 1 N 15, 60, 90 min.
Oxidare H>0, 3%, H,O, 10% 15, 60, 90 min.
Termoliza 60°C, 80°C, 60, 90 min.; 24, 48 h
Termoliza/ Umiditate 60°C/ 75%RH, 80°C/ 75%RH 60, 90 min.; 24, 48 h
Fotoliza 250 w/ m* 24,48 h
Modelul experimental Parametrii cromatografici urmariti n
studiile de degradare fortata sunt:
Studiile de degradare fortata trebuie sa e aria,
cuprinda toata gama de metode de liza einaltimea,

(hidroliza oxidativa, hidroliza acida, hidroliza
bazica, fotoliza, termoliza), pentru a avea o
imagine de ansamblu a tuturor posibilitatilor
de degradare a compusului de interes si a
produsului medicinal, evaluandu-se astfel
stabilitatea si conservabilitatea acestora.

Prin cumularea rezultatelor obtinute n
urma tuturor conditilor de degradare se
obtin informatii asupra cailor de degradare a
substantei de interes, facilitind punerea la
punct a metodei de preparare si ambalare a
produsului medicinal.

Conditiile initiale se stabilesc pentru a
se obtine o degradare de aproximativ 10%,
in functie de rezultatele obtinute putand
interveni  modificari ale  concentratiei
agentului degradant si / sau timpului de
expunere la acesta. Prepararea probelor
pleaca de la concentratii ale sustantei de
interes cuprinse intre 0.5 — 1 mg/ml.
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e asimetria peak-ului de interes,

erezolutia intre peak-ul compusului de
interes si peak-ul imediat anterior (sunt
acceptate rezolutii mai mari decat 1.0),

e procentul de degradare,

e aria peak-ului standardului compusului
de interes,

e numarul de talere teoretice si

efactorul de capacitate a coloanei
(parametri care indica eficienta
coloanei cromatografice si

sensibilitatea metodei

in studiu) [2, 10, 11].

Experimentele de degradare fortata se
pot realiza si prin cumularea a doua conditii
— de exemplu cuplarea hidrolizei acide/
bazice cu termoliza, Tnsa numai dupa ce au
fost studiate separat. In cazul degradarii
oxidative cu H,O, se recomanda lucrul la
temperatura camerei, deoarece fincalzirea

HPLC utilizata
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excesiva a peroxidului de hidrogen duce la
formarea de radicali alcoxil. Radicalii alcoxil
sunt foarte reactivi, amplificind procesul de
degradare. Prin adaugarea, de exemplu, de

metanol Tn mediu, efectul oxidativ este dus
la extrem (Tabelul 3).

Tabelul 3.
Model experimental de studiu a degradarii fortate

Substanta Reagent Conditii Concentratia
activa adaugat de lucru finala

Indicator de

degradare

SicQelEGlecY 1 ml solutie stoc 1 Diluare la 9 ml diluant pentru 0.1 ma/ml
inta mg/ml standard concentratia finala ~ metoda HPLC -+ Mg
Solutie 1 ml solutie stoc 1 1 miHCI 0.1 N 90 min 8 ml diluant pentru 0.1 ma/ml
acida mg/ml standard ’ ’ metoda HPLC Mg
Solutie 1 ml solutie stoc 1 - 8 ml diluant pentru
bazica mg/ml standard L) el Bl 20l metoda HPLC 0L G
. 9 ml diluant pentru
Control acid - 1mlHCIO0.1 N - metoda HPLC -
Control 9 ml diluant pentru
bazic ) 2 ) DOl O N ) metoda HPLC )
Solutie 1 ml solutie stoc 1 o g 8 ml diluant pentru
oxidanta mg/ml standard L) B0 B el metoda HPLC 0L G
Control . 9 ml diluant pentru
oxidant & 1) {00 €540 metoda HPLC
1 ml solutie stoc 1 o 9 ml diluant pentru
Gz mg/ml standard i Zln- B metoda HPLC 0L G
. 1 ml solutie stoc 1 . 2 9 ml diluant pentru
Lumina mg/ml standard 60 min — 250 w/m metoda HPLC 0.1 mg/ml
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Concluzii Pentru evaluarea stabilitatii intrinseci si

Testele de stabilitate
instrument de analizd important pentru
determinarea conditilor de stocare si
conservabilitatea produselor medicinale.

Pe langa testele de lunga durata
efectuate pentru determinarea precisa a
perioadei de valabilitate a produselor
medicinale, se pot efectua studii accelerate,
prin pastrarea produsului la temperatura si
umiditati excesive. Studiile de degradare
fortata reprezinta un model de astfel de
studii accelerate de testare a stabilitatii.
Caracterizarea unui compus activ de interes,
din punct de vedere chimic si structural fac
parte din testele de punere la punct a unei
noi formule de preparat medicinal.

Studile de degradare fortata sunt
conduse astfel incat sa permita realizarea
optima a unui profil de degradare.

reprezinta un

48

a profilului de degradare compusul chimic de
interes este supus unor etape diferite de
conditii de mediu accelerate.

Metodele HPLC reprezinta principalul
instrument analitic pentru caracterizarea
substantei de interes si a impuritatilor
specifice si nespecifice.

Tn mod curent, aceeasi metoda HPLC
se poate aplica pentru studiul unei substante
active si a unui produs medicinal care o
contine, adesea, aceeasi metoda putand fi
utilizata si pentru studiul impuritatilor.

Totusi, determinarea cantitativa i
puritatea pot fi realizate prin metode diferite.

Metoda HPLC aleasa trebuie sa poate
diferentia cu acuratele si sa cuantifice
compusul de interes de impuritatile specifice
si nespecifice.
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