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Control Study of Captopril Degradation on Tablets by High Performance Liquid
Chromatography Analysis

Abstract: This work proposes a critical alteration in the official methods using high performance liquid
chromatography (HPLC) to quantify the active pharmaceutical ingredient captopril and its major degradation
product, captopril disulfide, present in captopril tablets. Analytical alternatives were studied to minimize captopril
oxidative degradation for a 24-hour period in order to ensure sample solution stability and thereafter the analytical
data reliability. Captopril degradation in solution is discussed in detail in this article. Six captopril 25 mg tablets
commercial batches were used in this study. The analytical method was based on the official methods described in
the Brazilian Pharmacopoeia 5™ edition and The United States Pharmacopeia 36" edition (USP 36). For the
analytical method development, a comparative stability study of captopril tablet commercial batches sample
solutions was carried out within a 24-hour period using three different solvents to evaluate sample diluent solution
better stability. The results demonstrate that samples prepared in methanol presented the best stability
performance within the period studied unlike the samples prepared in diluent system described in the official
product monographs.

Keywords: Captopril; Captopril disulphide; High-Performance Liquid Chromatography; Stability; Oxidative
degradation.

Resumo

Este trabalho propde uma alteragdo critica no método analitico oficial por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) para a quantificagdo de captopril e de seu principal produto de degradagdo, o dissulfeto de captopril, em
comprimidos de captopril. O objetivo desse estudo foi pesquisar alternativas analiticas que garantam que as
solugbes das amostras permanegam estaveis, isto é, que seja minimizada a degradagdo oxidativa do captopril em
solugdo, por um periodo de 24 horas, assegurando, dessa forma, que os resultados analiticos obtidos dentro desse
periodo sejam confidveis. A degradagdo do captopril em solugdo é discutida detalhadamente neste artigo. Para a
condugdo desse estudo, foram utilizados seis lotes comerciais de captopril comprimidos 25 mg. O método analitico
utilizado foi baseado na monografia oficial do produto descrita na Farmacopeia Brasileira (Farm. Bras.) 52 edigdo e
na Farmacopeia Americana (USP 36). Para o desenvolvimento do método analitico, foi realizado um estudo
comparativo da estabilidade das solugdes amostra, em trés tipos de diluentes, dentro de um periodo de 24 horas, a
fim de se avaliar em qual(is) diluente(s) as solugbes amostra apresentam melhor estabilidade. A partir dos
resultados obtidos, foi verificado que as amostras preparadas com o diluente metanol apresentaram uma
estabilidade 6tima dentro do periodo proposto, mantendo-se estaveis por todo esse tempo, ao contrdrio das
solugdes preparadas com o diluente indicado na monografia oficial do produto.

Palavras-chave: Captopril; Dissulfeto de captopril; Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE); Estabilidade;
Degradagdo oxidativa.
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1. Introdugdo quimicas, por meio de sua reprodutibilidade,
rastreabilidade e confiabilidade. Para
minimizar os riscos da producdao de dados
analiticos ndo confiadveis, as amostras, os

Atualmente, ha cada vez mais necessidade N >
padrées e os reagentes utilizados devem,

de se demonstrar a qualidade de medigGes
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pelo menos, permanecer estdveis durante o
periodo em que s3o processadas as analises.
Em equipamentos automatizados, como um
sistema de cromatografia a liquido, € comum
as analises cromatograficas serem realizadas
sem interrupgdo, utilizando-se também o
periodo noturno, com vistas a dinamizacdo
do funcionamento do laboratério. Entdo,
todas as solugbes preparadas dos padroes e
amostras ndo deverdao sofrer alteragbes
durante o tempo de analise, nas condi¢cdes de
temperatura a que s30 expostas.’

No setor de medicamentos, a
degradacdo de um farmaco causa o
decréscimo do teor do insumo farmacéutico
ativo e o surgimento de produtos de
degradacdo, acarretando um aumento global
do risco farmacéutico, ou seja: ineficdcia
terapéutica, elevacao da incidéncia de efeitos
colaterais e o eventual aparecimento de
efeitos indesejdveis provenientes da possivel
acdo toxica dos produtos de degradacgdo. No
caso do produto captopril comprimido, uma
quantidade elevada de seu produto de
degradacdo, o dissulfeto de captopril,
também pode reduzir a adesdo terapéutica
ao gosto metdlico causado por essa
substancia.?

O captopril pertence a classe dos
inibidores da Enzima Conversora da
Angiotensina (ECA), e essa classe de
medicamentos é prescrita com frequéncia
para o tratamento da Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS) e da Insuficiéncia Cardiaca

COOH CooH
SO0, 1/2 0,
2 N__X__sH m/'\/

Tin

(0]

Captopril
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Congestiva (ICC).*> O captopril é considerado
um medicamento de alto valor agregado e de
eficacia e seguranca clinica comprovadas e
evidenciadas em condig¢des clinicas especiais
ou secundarias a hipertens3o arterial.®

Dentro desse contexto, este trabalho
tem como objetivo, inibir a formacdo de
dissulfeto de captopril na analise por CLAE,
visto que, comprovadamente, os métodos
preconizados em compéndios oficiais, tais
como: Farmacopeia Brasileira (Farm. Bras.) 52
edicdo e a Farmacopeia Americana (USP 36),
nao asseguram a estabilidade do captopril
satisfatoriamente durante as andlises de teor
e uniformidade de conteldo, exigindo
injecbes imediatas apds o preparo das
solugodes.

2. A estabilidade do captopril

A estabilidade do captopril é dependente
do pH, da concentracdo de oxigénio, da
presenca de ions metalicos”® e da
concentragdo desta substancia na soluggo.® A
estabilidade 6tima é em meio acido, com pH
abaixo de 4.7 O dissulfeto de captopril é
considerado o seu principal produto de
degradacdo,”® pois é o mais abundante, ja
que a hidrélise da amida é insignificante.” A
reacdo de degradag¢do do captopril com a
formagao de seu dimero é demonstrada na
Figura 1.
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Dissulfeto de captopril

Figura 1. Reacdo de degradacdo do captopril com a formagao de dissulfeto de captopril
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2.1. Fatores que favorecem a degradacao
do captopril

Como todo tiol, o captopril estd sujeito a
degradacdo oxidativa em seu grupo sulfidrila,
geralmente ocorrendo em solugdo aquosa
(Figura 1).”*'" Para se estudar a estabilidade
do captopril em funcdo do pH da solucdo,
foram determinadas as constantes de
velocidade da reacdo de oxidacdo do
captopril em diversos valores de pH. Foi
observado que a taxa de degradacao
aumentou, significativamente, em valores de
pH acima de 4. O captopril é estdvel em pH
abaixo de 3,5 e a sua taxa de oxidacdo é
constante entre pH 2 e 3. Valores de pH
baixos retardam a degradacdo do captopril.
Verificou-se, também, que a taxa de
degradacdo é bastante atenuada em outros
solventes, tais como o metanol.?

A oxidacdo do captopril ocorre via radicais
livres e, como a maioria dos farmacos em sua
forma reduzida, apenas 20% de oxigénio
atmosférico ja significa potencial risco de
instabilidade para essas moléculas.” O
captopril sofre auto-oxidagdo, uma vez que é
degradado por meio de reagao de oxidagao
espontanea, sob condicGes brandas e
inicializada por radicais livres.’

2.2. Influéncia das propriedades dos
solventes na estabilidade de farmacos

A estabilidade quimica do captopril, em
solucdo, parece ser dependente das
propriedades anfiprdticas de solventes
polares, tais como: agua, etanol, metanol e

isopropanol. Solventes anfipréficos sao
capazes de interagir com o0s grupos
funcionais do soluto por ambos os

mecanismos: doador e aceptor de protons,
fazendo e refazendo as interagdes de forma
continua.”? Kamlet e colaboradores (1983)
observaram que, com o aumento nas
propriedades do solvente doador de protons
em LigacOes de Hidrogénio (parametro o), ha
um aumento linear na constante da
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velocidade da reacdo de degradacao (ko) do
captopril, bem como, com o aumento nas
propriedades do solvente aceptor de prétons
em LigacGes de Hidrogénio (parametro f3),
ocorre uma diminuicdo linear na ko do
captopril.”® Assim, a taxa de degradacdo do
captopril aumenta, linearmente, com um
aumento da acidez relativa do solvente,
demonstrando a importancia das
propriedades  acido/base relativas do
solvente.™ Isso justifica a afirmacdo de que a
oxidacdo do captopril ocorre menos
rapidamente em metanol (o = 0,93; B = 0,62;
n* = 0,60) do que em solugdo aquosa(o =
1,17; B = 0,18; n* = 1,09).>"> Da mesma
forma que a adicdo de co-solventes melhora
a estabilidade do captopril em sistemas
aquosos.™

Os resultados encontrados por Kristensen
e colaboradores (2008) reforcam a hipdtese
de que o grupo carboxilato que funciona
como um aceptor de prétons intramolecular
nos mecanismos da degradac3o oxidativa.'> A
influéncia das propriedades doadoras de
protons dos solventes na estabilidade do
farmaco pode depender, parcialmente, de
reagbes do solvente com o peroxildianion
(0,%), que é produzido durante a auto-
oxidacdo."" Acredita-se que a protonagdo
promove a formagdo do perdxido de
hidrogénio (0,” + 2H* = H,0,) e radicais
hidroxila (H,0, = 20H). Essas espécies
oxidantes, altamente reativas, propagam as
reacgdes oxidativas em cadeia (RS + OH" = RS
+ OH’), o que resulta em maior degradagdo
do farmaco.”

A polaridade dos solventes também pode
ser importante, visto que as reagdes
radicalares sdo favorecidas em solventes
fortemente polares, tais como a agua.> O
aumento da polaridade do solvente, medida
como o parametro 7*," leva a um aumento
na Ko.*? Conforme observado por Kristensen e
colaboradores (2008),"> essa pode ser uma
propriedade importante para a estabilidade
do captopril, pois, ao se modificar o solvente
de agua (n* = 1,09) para etanol (n* = 0,54),
duplica-se o tempo de meia-vida (t;/,), assim
como, ao alterar para isopropanol (n* =
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0,48), triplica-se o0 t;."

Porém, as propriedades anfipréticas
(acidez relativa) e as propriedades em
eliminar radicais livres que alguns excipientes
— que possuem hidrogénio abstraiveis e,
portanto, sdo susceptiveis ao ataque por
radicais livres, sofrendo degradacdo oxidativa
— presentes na formulagdo do produto
possuem, sdao mais importantes do que a
influéncia da polaridade do solvente.'**®

A reacdo de oxidagdo de tidis por meio de
radicais livres envolve um complexo
mecanismo.” A degradacdo oxidativa do

RSH === RS + H'

RS + 0, D RS+ 0,°
RS+ 0, 2 RS + 0,7
2RS" > RSSR

0,” + H,0 2 20H + %O,

Reacbes como a representada pela
Equagdo 1 podem ocorrer em solugdes com
pH menos acido, em que haja concentragado
suficiente de ions hidroxila. Nessas solugdes,
o grupo tiol se ioniza conforme o pH aumenta
(pK; = 9,8) e com isso forma-se o anion
tiolato (RS") para a reacdo seguinte (Equacdo
2).11 Consequentemente, com o aumento da
concentracdo do ion tiolato, a oxidagdo
direta do captopril pelo oxigénio molecular
torna-se cada vez mais significativa.'’

Para valores de pH abaixo de 4, a
degradagdo do grupo tiol é pH-independente.
O grupo tiol praticamente ndo é ionizado
nestes valores de pH, ja que a concentragao
de ions hidroxila é muito baixa nessa faixa de
pH.u

Sendo a razdo de oxidagdo do captopril
pH-dependente, a razdo da decomposi¢do
oxidativa, sob condicdes de presenca de
oxigénio, é proporcional a fracdo da forma
anionica (tiolato) da molécula.”

Outra explicagdo para o mecanismo de
degradacdo oxidativa do captopril baseia-se
na transferéncia intramolecular de proétons
como o primeiro passo da reacdo de

Vq

captopril é reduzida pela presenca de
antioxidantes e de agentes quelantes, pelo
ajuste do pH da solugcdo em valores baixos,
pelo aumento da concentragdao de captopril,
pela utilizacdo de nitrogénio ou pelos baixos
niveis de oxigénio em contato com a
solucdo.?

O mecanismo de reagdo postulado para a
oxidacdo ndo catalitica (auto-oxidagdo) do
captopril, que possui como base a ionizagao
da funcdo tiol (auto-oxidacdo das
mercaptanas), sugere a sequéncia de reac¢des
a seguir:’

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)

degradacdo. Como o captopril possui dois
grupos funcionais ionizaveis (COOH e SH), o
mecanismo de reac¢do postulado para auto-
oxidacdo da molécula é baseado na ionizagdo
inicial apenas do grupo tiol."> Esse grupo tiol
podera reagir com a agua, que, embora seja
considerada uma base fraca, é sugerida como
o aceptor de prétons na reacdo (Equacdo
6).11

RSH+H,0 == RS +H;0" (6)

A formagdo do ion tiolato reativo por uma
transferéncia de prétons intramolecular para
o grupo carboxilico deprotonado (pKa = 3,7)"
pode explicar o perfil da taxa de pH para a
oxidagdo de captopril, em que a estabilidade
maxima é obtida em pH inferior a 3,5.511 E
provavel que ocorra a ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre os grupos funcionais tiol
e carboxila, o que ird favorecer a reagdo."

Outro fator que refor¢ca esse mecanismo
proposto é a hipdtese de formacgdo de ligacdo
de hidrogénio intramolecular entre o
hidrogénio do acido carboxilico e o oxigénio
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da carbonila da amida, mas apenas na
conformacgdo trans da molécula de captopril,
ja que a ligacdo de hidrogénio ndo é possivel
no conférmero cis.'® E provével a ocorréncia
dessa ligacdo de hidrogénio intramolecular,
uma vez que ird favorecer a formacgdo do ion
tiolato pela transferéncia intramolecular de
protons para o grupo  carboxilico
deprotonado. Em pH 3, cerca de 17% dos
grupos carboxilicos encontram-se
deprotonados, o que é suficiente para iniciar
a reacdo de degradac3o do captopril. 2

No estudo da formacdo do complexo de
inclusdo do captoprii com o- e B-
ciclodextrinas em solucdo aquosa, verificou-
se que a inclusdo do grupo tiol na cavidade
da o-ciclodextrina protege o captopril da
degradacdo oxidativa, enquanto a inclusdo
total da molécula do farmaco na cavidade da
B-ciclodextrina ndo altera a taxa de
degradacdo do captopril. Observou-se que a
complexacdo do captoprii com a «-
ciclodextrina promove a separagdo entre os
grupos tiol e carboxilico, diminuindo a
formacdo do ion tiolato, pela transferéncia
intramolecular de prétons, enquanto a
protecdo de um desses grupos polares por
meio de ligagdo intramolecular e
subsequente transferéncia intramolecular de
protons é favorecida na cavidade lipofilica da
B—ciclodextrina.19 Dessa forma, a hipdtese da
transferéncia intramolecular de prétons do
grupo tiol para a carboxila, como sendo o
primeiro passo do mecanismo da degradagao
oxidativa do captopril, encontra-se embasada
por esse estudo.™

3. Materiais e Métodos

3.1. Amostras e reagentes

Foram utilizados seis lotes comerciais de
comprimidos de captopril com teor nominal
de 25 mg:

— Laboratério L, lote

validade: abril/2010.

08040007,
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—  Laboratério L, lote 08040008,
validade: abril/2010.

— Laboratério L, lote 11090022,
validade: setembro/2013.

—  Laboratério X, lote 1666203,
validade: janeiro/2014.

— Laboratério Y, lote B12D1173,
validade: abril/2014.

— Laboratério W, lote 1203950,

validade: julho/2014.

Os produtos utilizados neste trabalho
foram quantificados em relacdo as
substancias quimicas de referéncia (SQR) da
United States Pharmacopeia (USP):

—  Substancia quimica de referéncia
(SQR) USP de Captopril: Lote: H—Teor: 100%

— SQR USP de Dissulfeto de Captopril:
Lote: HOF251 —Teor: 99%

Os reagentes utilizados nos experimentos
foram:

—  Acetato de etila, Sigma-Aldrich.

—  Acido fosférico, Vetec.

—  Agua ultrapura — Milli-Q (Millipore).
—  Alcool etilico grau UV/HPLC, Vetec.
—  Alcool isopropilico, Sigma-Aldrich.

—  Alcool metilico grau UV/HPLC, Tedia.

—  Dioxano, Sigma-Aldrich.

3.2. Instrumentos

Nos doseamentos de captopril e do
dissulfeto, a temperatura ambiente, foi
utilizado um cromatégrafo Waters, modelo
Alliance 2695, detector UV a 220 nm e
software Empower®. Nos experimentos
realizados a temperatura de 4 °C, foi utilizado
um cromatdgrafo Dionex-Thermo, modelo
UltiMate 3000, detector UV a 220 nm,
resfriamento da bandeja de “vials” do auto-
injetor e software Chromeleon®.
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Para atestar os parametros de adequagdo
dos sistemas cromatograficos, foram
realizadas, antes de <cada bloco de
experimentos, cinco injecdes em replicata de
solucdo padrio de captoprii 1 mg mL?,
admitindo-se Desvio Padrdo Relativo (DPR)
para as areas em cada injecdo de, no
maximo, 2%.

3.3. Método

Os estudos foram conduzidos analisando-
se amostras do produto captopril 25 mg
comprimido segundo o método analitico
descrito na Farm. Bras. 52 edicdo e na USP
36, variando-se o diluente das amostras e dos
padroes e a temperatura da bandeja de vials,
a fim de se avaliar a estabilidade das solugées
com o decorrer do tempo, conforme descrito
abaixo:

Equipamento: cromatdgrafo a
equipado com detector UV.

liquido

Condicdes cromatograficas: comprimento
de onda de 220 nm; coluna 250 x 4,6 mm,
empacotada com silica quimicamente ligada
a grupo octadecilsilano (5 pm), mantida a
temperatura ambiente; vazdo da fase moével
de 1,0 mL min™ e volume de injecdo de 20 L.

Fase Movel: solucdo 0,1% v/v de acido
fosférico: metanol (45:55 v/v).

Solucdo Padrdao de Captopril de Injecdo:
Foram pesados, analiticamente, cerca de 50
mg de captopril SQR em cerca de 30 mL de
fase movel para dissolugdo com auxilio de
ultrassom, por 10 minutos. O volume foi
completado com o mesmo diluente e, a
seguir, homogeneizado.

Solucdo Estoque do Padrdo de Dissulfeto
de Captopril: Foram pesados, analiticamente,
cerca de 25 mg de dissulfeto de captopril SQR
para baldo volumétrico de 50 mL. Foram
adicionados cerca de 30 mL de fase movel
para dissolucdo, com o auxilio de banho de
ultrassom, por 10 minutos. O volume foi
completado com o mesmo diluente e, a
seguir, homogeneizado.

Vq

Solucdo Padrao de Dissulfeto de Captopril
de Injecdo: Foram transferidos,
volumetricamente, 3 mL da Solugdo Estoque
do Padrdo de Dissulfeto de Captopril SQR
para um baldo volumétrico de 50 mL. O
volume foi completado com o mesmo
diluente e, a seguir, homogeneizado.

Solucdo de Resolucdo: Foram pesados,
analiticamente, cerca de 50 mg de captopril
SQR para baldo volumétrico de 50 mL. Foram
adicionados cerca de 30 mL de fase movel
para dissolucdo, com o auxilio de banho de
ultrassom, por 10 minutos. Foram
transferidos, volumetricamente, 3 mL da
Solugdo Estoque do Padrdo de Dissulfeto de
Captopril SQR para o baldo volumétrico de 50
mL. O volume foi completado com o mesmo
diluente.

Solucdo  Amostra: Pesaram-se 20
comprimidos para calculo do peso médio. Os
comprimidos foram pulverizados. Uma
guantidade do pé equivalente a 50 mg de
captopril foi pesada e transferida para baldo
volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se cerca
de 30 mL de fase mével para a dissolucdo,
com o auxilio de banho de ultrassom, por 15
minutos. O volume foi completado com o
mesmo diluente e, a seguir, homogeneizado
e filtrado através de membrana 0,22 um.

Procedimento para as Solucdes Padrdo:
Apds filtragdo com membrana 0,22 um,
foram injetadas cinco replicatas de 20 plL
para cada uma das Solu¢des Padrdo de
Injegdo e uma replicata da Solugdo de
Resolugao.

Critérios cromatograficos: Os tempos de
retengdo relativos deverdao ser de cerca de
0,5 para o captopril e 1,0 para o dissulfeto de
captopril. A resolugdo entre os picos de
captopril e dissulfeto de captopril ndo deverd
ser menor do que 2. O DPR das dreas de
replicatas dos picos registrados para cada
padrdo nao devera ser maior que 2,0%.

Procedimento para as amostras: Apds
filtracdo através de membrana 0,22 um,
foram injetadas, separadamente, 20 plL das
Solugbes Padrao e da Solugdo Amostra. Os
cromatogramas obtidos foram integrados.
Procederam-se os cdlculos dos teores de
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captopril e do dissulfeto de captopril nos
comprimidos a partir das respostas obtidas
com as Solugbes Padrdo e a Solugdo
Amostra.'®?

No estudo, foram utilizados seis lotes de
captopril comprimidos, sendo trés
provenientes de um mesmo laboratdrio e os
outros trés oriundos de trés laboratérios

Paiva, J. F. R. et al.

O delineamento dos experimentos (Figura
2) foi esquematizado da seguinte forma:
foram preparadas, para cada lote, trés
amostras (A, B e C), sendo cada uma injetada
em duplicata (A1, A2, B1, B2, C1 e C2), em
cromatégrafo a liquido, em intervalos de
tempo entre as inje¢Oes de 4 horas (T, T4, Ts,
T1s, T1s. Tog € Tps), até completar o periodo de
24 horas. E esse procedimento foi repetido

diferentes. N
para cada um dos trés diluentes testados.
VERIFICAR A ESTABILIDADE EM HORAS
1
1 1 1 1 1 1 1
oh 4h 8h 12h 16h 20h 24h

Figura 2. Desenho do experimento

3.4. Andlise estatistica dos dados

Para a andlise dos dados obtidos nos
experimentos que compdem este projeto, foi
utilizada a ferramenta estatistica Analise de
Variancia (ANOVA) de Dois Fatores.

O tratamento dos dados, com o célculo da
ANOVA, foi realizado utilizando-se o software
Excel®.

Utilizou-se a ANOVA de Dois Fatores,
analisou-se o valor de F para a interpretacao
dos resultados obtidos no tratamento
estatistico, ou seja, foram testadas as
hipdteses nulas (Hy), em que se aceitou ou se
rejeitou a Hy no nivel de significancia adotado
(a), comparando o F calculado (F¢,) com o F
tabelado  (Frg).? Essa ferramenta foi
utilizada para analisar se houve ou nao
diferenca significativa entre as médias

obtidas na anadlise do teor de captopril
(varidvel dependente) e da quantidade de
dissulfeto de captopril (variavel dependente)
em lotes de produto, quando se utilizou
diferentes diluentes (varidvel independente)
em diferentes tempos (To, Ta, Ts, T12, T1s, T20,
T,4) de andlise (varidvel independente) e se
houve interacdo entre essas variaveis
independentes (diluente e tempo).

4. Resultados e Discussao

A seguir, sdo apresentados, graficamente,
os dados obtidos nos experimentos para a
analise da performance dos diluentes no
periodo de 24 horas.

Os graficos comparativos de teor
permitem a compara¢dao da tendéncia do
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desempenho de cada um dos diluentes solu¢bes amostra no decorrer do periodo de
utilizados em relacdo a estabilidade das 24 horas.

CAPTOPRIL Lote: 08040007
Diluente: Agua Diluente: Fase Mavel
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107,00 107,00
105,00 105,00
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Grafico 1. Graficos comparativos do teor de captopril em comprimidos de captopril 25 mg, lote
08040007, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas

CAPTOPRIL Lote: 08040008
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Grafico 2. Graficos comparativos do teor de captopril em comprimidos de captopril 25 mg, lote
08040008, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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CAPTOPRIL
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Grafico 3. Graficos comparativos do teor de captopril em comprimidos de captopril 25 mg, lote
11090022, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Grafico 4. Graficos comparativos do teor de captopril em comprimidos de captopril 25 mg, lote
1666203, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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CAPTOPRIL Lote: B12D1173
Diluente: Agua Diluente: Fase Mavel
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Grafico 5. Graficos comparativos do teor de captopril em comprimidos de captopril 25 mg, lote
B12D1173, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas

CAPTOPRIL Lote: 1203950
Diluente: Agua Diluente: Fase Mavel
109,00 - 109,00 |
107,00 - 107,00
105,00 105,00 |
103,00 ——Sériel 103,00 ——Sériel
101,00 siais 1m0+ —m—Série2
99,00 i 99,00 | :
i —a—Sitied 97,00 1 —a—Série3
9500 ——Siried 95,00 | ——séried
93,00 ] 93,00 —drieS
91,00 - —eSiiiE 91,00 —o—Série6
89,00 % so0 | I
87.00 87,00 |
85,00 85,00
TO T4 T8 T12 Ti6 T20 T24 o T4 Ta Tz Ti6 T20 T24

Diluente: Metanol

109,00 |

107,00

105,00 +

103,00 + —t— ST 1

10000 1 —a—série2

99,00 | <

97,00 —ar—Série3

95,00 Séried

93,00 | ——sdries

91,00 1 —a—Série6

89,00 - .__._#=.=':::=_—_:.

87,00 |

85,00

0 T4 T8 Ti2  Ti6 T T24

Grafico 6. Graficos comparativos do teor de captopril em comprimidos de captopril 25 mg, lote
1203950, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Grafico 7. Graficos comparativos do teor de dissulfeto de captopril em comprimidos de

captopril 25 mg, lote 08040007, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Grafico 8. Graficos comparativos do teor de dissulfeto de captopril em comprimidos de
captopril 25 mg, lote 08040008, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Grafico 9. Graficos comparativos do teor de dissulfeto de captopril em comprimidos de
captopril 25 mg, lote 11090022, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Grafico 10. Graficos comparativos do teor de dissulfeto de captopril em comprimidos de

captopril 25 mg, lote 1666203, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Grafico 11. Graficos comparativos do teor de dissulfeto de captopril em comprimidos de
captopril 25 mg, lote B12D1173, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Grafico 12. Graficos comparativos do teor de dissulfeto de captopril em comprimidos de
captopril 25 mg, lote 1203950, nos trés diluentes e no periodo de 24 horas
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Por meio dos graficos acima, verifica-se
que o fator diluente e o fator tempo
impactaram na estabilidade das amostras.
Considerando-se a variagdao da concentragao
de dissulfeto de captopril com o tempo, pode
ser observado que a estabilidade do captopril
em fase movel foi significativamente menor
do que em 4gua. Isso sugere que, seguindo
rigidamente a metodologia preconizada na
Farmacopéia, havera um erro crescente em
funcdo do intervalo de tempo entre a
preparacdo das solucbes e as respectivas
injecOes. Isto é, os resultados dos ensaios
limite para o dissulfeto ficarao
comprometidos caso ndo se faca o preparo
das solucbes seguido de injecdo imediata.
Nos casos em que o teor de dissulfeto de
captopril em um determinado medicamento
ja esteja nas cercanias do limite permitido, os
resultados poderao ser contestados.

No caso do metanol, observou-se um
comportamento anémalo. A concentragdo de
dissulfeto aumentou com o tempo nas
injecBes consecutivas em 24 horas. Contudo,
um experimento paralelo para confirmar ou
nao essa tendéncia foi realizado. A mesma
solucdo preparada no baldo volumétrico foi
injetada de imediato, isto é, transferida para
um “vial” de tempos e tempos e injetada. Os
resultados foram constantes com o tempo,
indicando que a concentragdo de dissulfeto
permaneceu constante em 24 horas. Assim,

Vq

em metanol, n3ao houve degradacao
aparente. O aumento de concentracgdo obtido
acima aconteceu devido a evaporacgdo
progressiva apds a primeira inje¢do, com o
septo ja perfurado. Além disso, esses
resultados foram obtidos utilizando-se um
auto-injetor sem resfriamento da bandeja de
“vials” por efeito Peltier. Essa concentracdo
da amostra ndo foi observada quando
utilizados os diluentes agua e fase movel,
devido a taxa de evaporacgao desses diluentes
ser bem inferior do que a do metanol.

Com a finalidade de se verificar se a
concentracdo da solucdo amostra estd
realmente relacionada com a evaporacdo do
metanol, foi realizado outro experimento
com metanol como diluente, utilizando-se
cromatégrafo equipado com resfriamento.
Para a verificacdo dessa hipdtese, analisou-se
um dos seis lotes de captopril, o lote
11090022, por um periodo de 24 horas,
utilizando-se cromatégrafo equipado com
camara de resfriamento da bandeja de vials,
a uma temperatura de 4 °C. Para fins de
comparacdo dos resultados obtidos, as
amostras foram preparadas utilizando-se a
dgua e o metanol como diluentes. Os
resultados foram apresentados em valores
absolutos da area dos picos cromatograficos
referentes ao captopril e ao seu dissulfeto e
plotados em grafico de acompanhamento da
area com o tempo.

Area

700000

900000
800000 Mmmm

600000

500000
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200000

100000
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1 35 7 91113151719212325272931333537394143 454749

Injecdo

Grafico 13. Gréfico de acompanhamento da concentragdo (area) de captopril em comprimidos
de captopril 25 mg, lote 11090022, em metanol, no periodo de 24 horas em cromatdgrafo para
CLAE com resfriamento da bandeja de vials a 4 2C
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Grafico 14. Grafico de acompanhamento da concentracgdo (area) de dissulfeto de captopril em
comprimidos de captopril 25 mg, lote 11090022, em metanol, no periodo de 24 horas em
cromatografo para CLAE com resfriamento da bandeja de vials a 4 ©C

Analisando-se o Gréfico 13, pode-se
observar que ndo houve um aumento
significativo do teor de captopril com o
decorrer do tempo, o DPR, entre inje¢Ges, foi
de 0,3%. A concentragdo permaneceu
constante. Isso se torna evidente quando se
compara esse DPR com o DPR de 2,0%
encontrado quando o mesmo lote foi
analisado em equipamento sem a camara de
resfriamento da bandeja de vials.

Com o diluente metanol, o teor de
dissulfeto de captopril também permaneceu

constante durante todo o periodo (Grafico
14), confirmando a estabilidade da solucdo
amostra nesse diluente, isto é, o metanol
confere uma aprecidvel estabilidade para as
solucGes amostra de captopril.

Para a avaliagdo estatistica da
performance dos trés diluentes propostos no
estudo, foi montada a matriz de dados dos
experimentos com as respectivas Analises de
Varidancia (ANOVA), conforme as tabelas
apresentadas a seguir (Tabelas 1 a 12):

Tabela 1. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de captopril — Lote:

08040007
ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 1636,232 2 818,1162 915,906 3,47E-67 3,082852
Colunas 33,75685 6 5,626142 6,298637 1,11E-05 2,186134
Interagdes 63,45545 12 5,287954 5,920025 8,94E-08 1,845515
Dentro 93,78933 105 0,893232
Total 1827,234 125
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Tabela 2. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de dissulfeto de captopril
— Lote: 08040007

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 3,186457 2 1,593229 73,89662 9,27E-21 3,082852
Colunas 1,841907 6 0,306984 14,23846 8,2E-12 2,186134
Interagdes 1,208125 12 0,100677 4,669571 4,77E-06 1,845515
Dentro 2,263825 105 0,02156
Total 8,500313 125

Tabela 3. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de captopril — Lote:
08040008

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 413,9851 2 206,9925 1140,042 6,22E-72 3,082852
Colunas 7,287955 6 1,214659 6,689916 5,11E-06 2,186134
Interagbes 7,479505 12 0,623292 3,432874 0,000285 1,845515
Dentro 19,0644 105 0,181566
Total 447,8169 125

Tabela 4. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de dissulfeto de captopril
— Lote: 08040008

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 2,651363 2 1,325681 81,12031 5,01E-22 3,082852
Colunas 2,015429 6 0,335905 20,55449 8,53E-16 2,186134
InteragGes 1,27447 12 0,106206 6,498884 1,52E-08 1,845515
Dentro 1,715927 105 0,016342
Total 7,657188 125

Tabela 5. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de captopril — Lote:
11090022

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 560,8874 2 280,4437 197,0968 2,84E-36 3,082852
Colunas 39,08619 6 6,514365 4,578318 0,000363 2,186134
Interagdes 96,02393 12 8,001994 5,623828 2,25E-07 1,845515
Dentro 149,4017 105 1,422873
Total 845,3992 125
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Tabela 6. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de dissulfeto de captopril
— Lote: 11090022

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl mMQ F valor-P  F critico
Amostra 4,491857 2 2,245929 120,932 5,68E-28 3,082852
Colunas 2,407115 6 0,401186 21,60185 2,14E-16 2,186134
Interagdes 1,836137 12 0,153011 8,238899 9,69E-11 1,845515
Dentro 1,950042 105 0,018572
Total 10,68515 125

Tabela 7. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de captopril — Lote: 1666203

ANOVA

Fonte da variag¢do sQ gl mMQ F valor-P F critico
Amostra 99,57767 2 49,78884 393,7994  1,59582E-49 3,082852
Colunas 4,313953 6 0,718992 5,686791  3,77703E-05 2,186134
Interagdes 9,206926 12 0,767244 6,068431  5,64967E-08 1,845515
Dentro 13,27536 105 0,126432
Total 126,3739 125

Tabela 8. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de dissulfeto de captopril
— Lote: 1666203

ANOVA

Fonte da variagdo SQ gl mMQ F valor-P F critico
Amostra 15,35698 2 7,67849 157,5008  2,46472E-32 3,082852
Colunas 5,29329 6 0,882215 18,09595  2,52781E-14 2,186134
InteracBes 3,983129 12 0,331927 6,808477  5,99915E-09 1,845515
Dentro 5,118969 105 0,048752
Total 29,75237 125

Tabela 9. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de captopril — Lote:
B12D1173

ANOVA

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Amostra 419,0182 2 209,5091 1226,808  1,55656E-73 3,082852
Colunas 5,504215 6 0917369 5,371777  7,15036E-05 2,186134
InteragBes 8,627707 12 0,718976 4,210057  2,15054E-05 1,845515
Dentro 17,93145 105 0,170776
Total 451,0815 125
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Tabela 10. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes ao teor de dissulfeto de

captopril — Lote: B12D1173

ANOVA

Fonte da variagdo s5Q gl mMQ F valor-P F critico
Amostra 1,896673 2 0,948337 176,4042 2,67021E-34 3,082852
Colunas 1,240663 6 0,206777 38,46352  2,18715E-24 2,186134
Interacdes 1,202268 12 0,100189 18,63659  6,45202E-21 1,845515
Dentro 0,564473 105 0,005376
Total 4,904078 125

Tabela 11. ANOVA de Dois Fatores — resultados referentes

ao teor de captopril — Lote:

1203950
ANOVA

Fonte da variagdo 5Q gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 3,045798 2 1,522899 6,61072 0,001976 3,082852
Colunas 2,434349 6 0,405725 1,761202 0,11421 2,186134
Interacdes 9,130806 12 0,7609 3,302977 0,00044 1,845515
Dentro 24,18865 105 0,230368
Total 38,7996 125

Tabela 12. ANOVA de Dois Fatores — resultados

captopril — Lote: 1203950

referentes ao teor de dissulfeto de

ANOVA

Fonte da variagéo 5Q gl MQ F valor-P F critico
Amostra 30,54855 2 15,27428 856,4268 9,67377E-66 3,082852
Colunas 9,118473 6 1,519745 85,21194 4,51037E-38 2,186134
Interagbes 10,94195 12 0,91183 51,12617 2,85161E-38 1,845515
Dentro 1,872663 105 0,017835
Total 52,48164 125

Analisando-se os resultados obtidos a
partir dos dados tratados pela ANOVA de
Dois Fatores, constatou-se que,
estatisticamente, para os fatores isolados
diluente e tempo, houve diferenca
significativa entre as médias tanto dos niveis
do fator tempo, quanto para os niveis do
fator diluente, no nivel de confianca de 95%.
Assim como para o efeito da interagao tempo
X diluente constatou-se que,
estatisticamente, houve interacao
significativa entre as médias dos niveis do
fator tempo e as médias dos niveis do fator

diluente, no nivel de confianga de 95%.

De acordo com as propriedades de dois
dos diluentes testados: dgua ultrapura e
metanol, foi possivel analisar os provaveis
mecanismos para justificar a menor taxa de
degradacdo do captopril encontrada com a
utilizacgdo do metanol quando comparado
com a agua e com a fase moével.

Sendo o metanol e a agua considerados
solventes anfiprdticos, isto é, ora funcionam
como aceptores, ora como doadores de
prétons, e sendo a taxa da velocidade de
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degradacdo do captopril (ko) influenciada
pelas propriedades doadoras (o) e aceptoras
(B) de prétons do diluente, pode-se analisar o
desempenho comparativo entre a agua e o
metanol da seguinte forma: o metanol (B =
0,62) é, significativamente, melhor aceptor
de prétons do que a agua (B = 0,18) e isso
leva a uma diminuicdo linear da ky, pois o
metanol apresenta melhor capacidade em
retirar prétons do meio, impedindo, assim,
que o H" — proveniente da ionizagdo do
grupamento carboxilico —, fique disponivel e
venha a reagir com o 0,7 proveniente do
processo de auto-oxidacdo do farmaco,
formando o H,0, e radicais OHe, espécies
oxidantes altamente reativas. Dessa forma, a

degradacao oxidativa do captopril,
desencadeada por radicais livres, fica
minimizada.

Ja a agua apresenta maior propriedade
doadora de prétons (oo = 1,17) do que o
metanol (o = 0,93), nesse sentido, a agua
disponibiliza prétons ao meio, os quais
podem reagir com o 0,”’s, também formando
espécies oxidantes altamente reativas. Essas
espécies propagam as reagdes em cadeia, via
radicais livres, que resulta em uma maior
taxa de degradagao do captopril. Desse
modo, tem-se o mecanismo que justifica a
maior estabilidade do captopril em metanol
do que em agua.

Além do mecanismo proposto, o metanol
possui pKa (pKa = 15,20) ligeiramente menor
do que o da 4gua (pKa = 15,74) e isso o torna
ligeiramente mais acido do que a mesma.
Dessa forma, o captopril apresenta maior
estabilidade em metanol, pois, em condicGes

Paiva, J. F. R. et al.

de pH mais baixos (pH < 3,5), o grupo
carboxila (pKa = 3,7) apresenta-se protonado
em sua maior parte, minimizando o processo
de degradacdo oxidativa do captopril. Isso
pode ser explicado pelo mecanismo em que o
anion carboxilato funciona como aceptor de
prétons intramolecular, o que favorece a
formacdo do ion tiolato (ocorre o
deslocamento do préton do grupo sulfidrila
para o ion carboxilato), que reage com o O,,
sofrendo oxidacdo com a formacdo de
radicais livres que irdo promover uma maior
degradacao do captopril. Provavelmente, isso
ocorre devido a uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular. Dessa forma, se o grupo
carboxila  apresentar-se protonado, o
deslocamento do préton do grupo tiol para o
anion carboxilato e a consequente formacao
do ion tiolato estarda desfavorecida,
minimizando, assim, o processo de
degradacdo do captopril.

Do ponto de vista da polaridade (w*)
desses diluentes, a agua (n* = 1,09) é mais
polar do que o metanol (7* = 0,60), portanto
a agua favorece a degradacdo do captopril,
pois as reacOes radicalares sdo favorecidas
em meio a diluentes fortemente polares,
como é o caso da agua.

Quanto ao diluente da fase modvel, trata-
se de um caso de adicdo de co-solventes com
a finalidade de melhorar a estabilidade do
farmaco em solug¢Ges aquosas. Portanto, ha
um aumento da estabilidade do captopril em
fase modvel (acido fosférico 0,11% : metanol
(45:55) (v/v)), porém esse aumento ndo
supera o obtido com o metanol (Figuras 3, 4
e5).
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5. Conclusao

Nas condi¢des analiticas propostas nos
compéndios oficiais — Farmacopeia Brasileira
52 edicdo e Farmacopeia Americana 36 — o
método de andlise descrito demonstrou ser
inadequado em termos de estabilidade da
solugcdo, tanto para o doseamento do
captopril, quanto para a quantificacao de seu
produto de degradacdo, o dissulfeto de
captopril. Tal fato pode ser observado a partir
dos resultados analiticos apresentados neste
trabalho, em que se constatou uma queda
significativa no teor de captopril com um
aumento importante na quantidade de seu
dissulfeto, no decorrer de 24 horas. Para o
desenvolvimento deste estudo, optou-se pela
manuten¢do da metodologia de andlise por
CLAE, por se tratar de um método rdpido,
preciso e estdvel, alterando-se apenas o
diluente empregado na diluicdo das amostras
e dos padroes.

Finalmente, constatou-se que o diluente
metanol, dentre os diluentes testados, foi o
que promoveu estabilidade mais apreciavel
das solugdes amostra de captopril, as quais
se mantiveram estaveis durante todo o
periodo proposto de 24 horas. O aumento da
estabilidade do captopril em solugdo por um
periodo razoavel de tempo garante que os
resultados analiticos  obtidos sejam
confidveis, o que interessa a industria
farmacéutica, que opera 24 horas por dia,
cujas  anadlises  sdo realizadas em
equipamentos automatizados capazes de
receber um grande nimero de amostras que
podem ser analisadas muitas horas depois de
seu preparo.
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