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RESUMO

O citrato de dietilcarbamazina (DEC) é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
filariose linfatica, uma doenca endémica, considerada potencialmente erradicavel pela
Organizagdo Mundial de Salde. Apesar disso, o indice de resisténcia ao tratamento
individual é grande, sendo recomendado um tratamento em massa da popula¢do em areas
endémicas com doses individuais ou combinadas do citrato de DEC com a ivermectina
(IVC), com o objetivo interromper a transmissdo do parasito e erradicar as microfilarias.
Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi realizar o desenvolvimento de uma forma
farmacéutica dose fixa combinada dos farmacos citrato de DEC e IVC, bem como a
avaliacdo da estabilidade dos mesmos. Apesar dos usos consagrados no tratamento da
filariose linfatica, pouco se sabe a respeito de suas propriedades fisico-quimicas destes
farmacos. Dessa forma, o primeiro passo foi obter perfis térmicos, difratométricos,
morfologicos e reoldgicos, através de técnicas especificas para o citrato de DEC e IVC,
bem como avaliar a compatibilidade destes em misturas binarias com excipientes foi
avaliada por meio de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) como critério de exclusao,
e posteriormente, outras analises complementares para confirmacdo de resultados como
termogravimetria, espectroscopia na regido do infravermelho, difracdo de raios-X, entre
outras. Os resultados mostraram que 0s excipientes estearato de Mg e polivinilpirrolidona
devem ser evitados na formulacdo de formas farmacéuticas contendo citrato de DEC e a
lactose e 0 amido para formulacdes de 1VC, uma vez que apresentaram sinais de interacao.
Para o delineamento da estabilidade dos farmacos foram realizados estudos de estabilidade
forcada do citrato de DEC e IVC, isoladamente, utilizando condicdes de estresse hidrolitico
basico (NaOH) acido (HCI), neutro (H,0), oxidativo (H,O,) e fotolitico as quais foram
avaliadas por CLAE. A partir dos ensaios, puderam ser obtidos produtos de degradacao
oxidativa, hidrolitica e fotolitica das amostras analisadas com citrato de DEC, o que
permitiu que o desenvolvimento e validacdo de um método indicativo de estabilidade para
deteccdo e quantificacdo do farmaco e seus produtos de degradacdo. Porém o método para
avaliacdo da IVC ainda esta em desenvolvimento devido as dificuldades inerentes a este
farmaco, o grande nimero de produtos de degradacdo gerados nos estudos de degradacéo
forcada. Neste sentido, a etapa final foi 0 desenvolvimento de forma farmacéutica dose fixa
combinada dos farmacos citrato de DEC e IVC, com seus respectivos controles de
qualidade e estabilidades, garantindo a qualidade, segurnaca e eficdcia da nova forma
farmacéutica desenvolvida.

Palavras-chave: Dietilcarbamazina, ivermectina, estabilidade de medicamentos, filariose.
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ABSTRACT

The diethylcarbamazine citrate (DEC) is the drug of choice for treatment of lymphatic
filariasis, a disease endemic considered potentially eradicable by the World Health
Organization Nevertheless, the rate of resistance to individual treatment is great, and
recommended treatment mass of the population in endemic areas with single or combined
doses of DEC citrate with ivermectin (IVC) in order to interrupt transmission of the parasite
and eradicate the microfilariae. Given the above, the objective of this study was the
development of a pharmaceutical form of fixed dose combination drugs DEC citrate and
IVC, as well as evaluating the stability thereof. Despite the established use in the treatment
of lymphatic filariasis, little is known about their physicochemical properties of these
drugs. Thus, the first step was to obtain thermal profiles, difratométricos, morphological
and rheological through specific techniques for DEC citrate and 1VC, as well as evaluating
the compatibility of binary mixtures with excipients was evaluated using differential
scanning calorimetry (DSC) as an exclusion criterion, and subsequently other
complementary analyzes for confirmation of results as thermogravimetry, infrared
spectroscopy, X-ray diffraction, among others. The results showed that the excipients
magnesium stearate and polyvinylpyrrolidone should be avoided in the formulation of
pharmaceutical dosage forms containing DEC citrate and lactose and starch for
formulations of 1VC, since showed signs of interaction. To delineate the stability of drug
stability studies were performed forced DEC citrate and IVC alone hydrolytic stress
conditions using basic (NaOH) acid (HCI), neutral (H,0), oxidative (H,O,) and photolytic
which were evaluated by HPLC. From the tests, products could be obtained oxidative,
hydrolytic and photolytic of the samples with DEC citrate, which allowed the development
and validation of a stability indicating method for the detection and quantification of the
drug and its degradation products. However, the evaluation method of IVC still under
development due to the difficulties inherent to this drug, the large number of degradation
products generated in the forced degradation studies. In this sense, the final step was the
development of fixed dose combination dosage form of the drug DEC citrate and 1\VVC, with
their quality control and stability, ensuring quality, timelessness and efficacy of new
pharmaceutical form developed.

Key-Words: Diethylcarbamazine, ivermectin, stability of medicines, filariasis.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, a filariose linfatica (FL) tem surgido como um problema crescente
em salde publica em varias partes do mundo. A debilitacdo fisica e o estigma social
associados a filariose linfatica tém sido considerados como a segunda causa mundial de
incapacidade para o trabalho. Nas areas em que a doenca € endémica, a prevaléncia de
infeccdo aumenta continuadamente, principalmente, pelo crescimento rapido e desordenado
dos centros urbanos e pela criacdo de condicdes ideais para a multiplicagdo dos focos de
mosquitos transmissores da doenca, sendo o Culex quinquefasciatus predominante na
maioria das regifes endémicas. Assim, a bancroftose, sinbnimo para FL, é considerada hoje
uma doenga reemergente (DREYER et al, 1996; RAMAIAH et al, 2007).

O desenvolvimento de metodologias de diagndstico individual e de tratamento em
massa tem proporcionado novos horizontes no sentido de eliminar globalmente a W.
bancrofti. Em 1993, a Forca Tarefa para Erradicacdo de Doencas elegeu a filariose linfatica
como uma das seis doencas potencialmente eliminaveis. Em maio de 1997, a Assembléia
Mundial da Saude consolidou essa resolugdo, anunciando a eliminacdo global da filariose
como um problema de saude puablica. Em julho de 1997, em Townsville, Australia,
representantes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), de seus centros colaboradores,
ministérios de saude, organizacdes ndo governamentais, academias cientificas e industrias
farmacéuticas estabeleceram que o controle da filariose seria feito baseado em dois grandes
pilares: a interrupcéo da transmisséo e o controle da morbidade (DREYER et al., 2009).

O tratamento antifilarial estd indicado em todos os individuos com evidéncias de
infeccdo ativa (vermes adultos e/ou microfilarias), independentemente de apresentarem ou
ndo qualquer manifestacdo clinica relacionada direta ou indiretamente a bancroftose. A
droga de escolha para o tratamento individual é a dietilcarbamazina (DEC) (DREYER et
al., 2009).

Infelizmente, o poder adulticida da DEC ndo é 100% e estima-se que cerca de 50 a
60% dos vermes adultos sdo refratarios ao tratamento. Ocorrendo falha no tratamento com
a DEC (pelo fato de o paciente apresentar vermes adultos ndo susceptiveis e continuar
produzindo microfilarias) e havendo reaparecimento da hematuria, deve-se lancar méo da
co-admininistracdo da DEC com a ivermectina (6 mg/kg e 400 pg/kg de peso,
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respectivamente) ou albendazol (1 comp. 400mg). Essa indicacdo tem como objetivo a
melhor acdo microfilaricida da combinacdo das duas drogas e, consegiientemente, a
obtencdo de um maior tempo de clearance das microfilarias circulantes (DREYER,
DREYER & NOROES, 2002).

Entdo a utilizacdo de terapias de Associacdo em Dose Fixa (ADF) é uma poderosa

ferramenta para um tratamento mais adequado dessa doenca, com o desenvolvimento de
um comprimido contendo dietilcarbamazina e ivermectina em uma Unica preparagdo,
seguindo os preceitos técnicos cientificos de estabilidade de formas farmacéuticas.
Com isso, milhdes de pessoas sdo e serdo submetidas ao tratamento com estes farmacos por
longos periodos de tempo. A ingestdo prolongada destes pode levar ao seu acimulo no
organismo, podendo estes sofrer uma série de reacdes inesperadas em condigdes organicas
como oxidacdes, hidrdlises acidas, basicas ou neutras, podendo ainda em condicdes in vitro
de armazenamento e estocagem, simular a termo e fotodegradacdo dos principios ativos
(SILVA et al., 2009; YOSHIOKA, STELLA, 2002).

Estas possiveis reacdes podem ser mimetizadas pelo “estudo de estresse” que ¢
definido como um teste de estabilidade para farmacos e medicamentos sob condicbes
extremas. No Brasil, a ANVISA rege procedimentos a serem seguidos, uma vez que a
identificacdo e quantificacdo dos produtos de degradacdo ja eram exigidas no item 2.2.6 da
RE n° 560/2002 e no item 2.8 da RE n° 398/2004 — regulamentacdes especificas sobre
estudos de estabilidade, vigentes a época, alem dos estudos de fotoestabilidade exigidos no
item 2.6, assim como as recomendacdes para a sua realizacdo (Brasil, 2008). Ja no item 2.9
do anexo da RE n° 1, 2005 - Guia para Realizacdo dos Estudos de Estabilidade, ja era
preconizada a realizacdo do ensaio de identificacdo e quantificacdo de produtos de
degradacdo e método analitico correspondente no estudo de estabilidade, para todos os
produtos a serem registrados.

N&o existe, por sua vez, relatos na literatura sobre os produtos de degradacdo do
DEC, ivermectina e albendazol, sendo estes medicamentos utilizados em larga escala pela
populacdo mundial, portanto, é de extrema importancia a elucidacdo, quantificacdo e
avaliacdo da toxicidade de seus produtos de degradacdo, a fim de garantir a seguranca e
eficacia do tratamento para filariose linfatica. Contudo, ndo existe um padréo na realizacéo
destes estudos. Alguns estudos, como o realizado por Singh & Bakshi (2000), propdem um
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sistema para a classificacdo de farmacos, tomando como base o comportamento da
estabilidade do mesmo diante de varia¢fes nas condi¢Ges submetidas, o qual servira para o
desenvolvimento das metodologias utilizadas na execucdo deste projeto. Neste sentido o
projeto foca os farmacos de escolha utilizados no combate a filariose linfatica, uma doenca
extremamente negligenciada, segundo classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude e
atualmente comercializado pelo Laboratério Farmacéutico FARMANGUINHOS, que
consequentemente tem interesse em elucidar e qualificar (quanto a toxicidade) seus
produtos de degradacao.

Sendo, o desenvolvimento de um produto que melhore a situagcdo da populacdo
acometida por essa doenca facilitando a administracdo da medicacgdo tornando mais eficaz o
tratamento por meio do comprimido dose fixa combinada. Serd de relevancia técnica-
cientifica e social, constituindo-se dessa forma em avango no tratamento da filariose
linfatica, bem como o estudo de degradacdo dos farmacos e medicamento obtido uma
necessidade de saude publica, pois, milhares de pessoas utilizam tais farmacos, sem o
conhecimento de seus produtos de degradacdo, justificando a aderéncia do projeto com o

setor estratégico de farmacos e medicamentos no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma forma farmacéutica sélida comprimido de associagdo em dose fixa
dos farmacos citrato de dietilcarbamazina (DEC) e ivermectina (IVC), a fim de desenvolver
um produto farmacéutico inovador, bem como, realizar os estudos de estabilidade para

garantir qualidade, seguranca e eficacia.

2.2 Objetivos Especificos

v Caracterizagdo fisico-quimica das materias primas, citrato de DEC e IVC;

v Realizacdo de estudo de estabilidade e pre-formulacéo do citrato de DEC e
IVVC com excipientes por diferentes técnicas analiticas;

v Desenvolvimento e validacdo de método analitico indicativo de estabilidade
capaz de detectar e quantificar o citrato de DEC, bem como, seus produtos de degradacéo
por CLAE-DAD, e sugestdo dos possives produtos de degradacdo em cada estudo a partir
de anélises por CLAE-MS;

v Realizacdo de estudo de degradacdo do citrato de DEC e IVC em solugéo
sob condicdes &cida, béasica e neutra, oxidativas, termoliticas e fotoliticas;

v Determinacdo da cinética de degradacéo citrato de DEC em cada estudo;

v Desenvolvimento e validacdo de método analitico por espectrofotometria no
UV-VIS para quantificacdo da IVC em solucéo;

v Desenvolvimento de método analitico indicativo de estabilidade capaz de
detectar e quantificar a IVC, na presenca de seus produtos de degradacdo por CLAE-DAD;

v Desenvolver forma farmacéutica sélida de associacdo em dose fixa (ADF)
do citrato de DEC e IVC.
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Artigo 1 - O TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO DA FILARIOSE LINFATICA:
ESTADO DA ARTE

Submetido a Revista Panamericana de Salud Publica — B3 (Qualis CAPES)

RESUMO

Neste artigo de revisdo visaram-se correlacionar as a¢ées no controle e principalmente no
tratamento da filariose, com boas perspectivas de erradicagdo da doenca. Para este intuito,
foi feito um levantamento bibliografico em literatura especializada demonstrando o0s
possiveis tratamentos individuais e em massa, levando em consideragdo 0s custos,
beneficios e adesdo do paciente. Durante anos foram realizados e viabilizados diversos
controles e esquemas de tratamento, porém, a filariose linfatica ainda ¢ uma das doencas de
mais agravo a saude publica, devido a incapacidade que causa em seus portadores, levando-

0s a viver a margem da sociedade, devido ao preconceito e problemas psicossociais.

Palavras — Chave: Filariose, tratamento, ivermectina, dietilcarbamazina, albendazol.

ABSTRACT

In this review article is aimed to control the actions and especiallyin the treatment of
filariasis, with good prospects for eradication. For this purpose, a literature review was
made in the literature demonstrating the possible individual and mass treatment, taking into
account the costs, benefits and patient compliance. Were carried out for years and enabled a
number of controls and treatments, but filariasis is still a further aggravation of diseases of
public health due to the inability to carry on their cause, leading them to live in the margins
of society due to prejudice and problems psychosocial. Therefore, this article aimed to
review the actions of control, and especially in the treatment, with good prospects for
eradication. For this purpose, a literature review was made in the literature demonstrating
the possible individual and mass treatment, taking into account the costs, benefits and

patient compliance.

Key-words: Filariasis, treatment, ivermectin, diethylcarbamazine, albendazole.
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INTRODUCAO

A filariose é uma doenca endémica das regides tropicais da Asia, Africa, América
Central e do Sul. O tipo mais comum de filariose, entre as oito existentes, é a filariose
linfatica (FL), causada pelos vermes nematddeos Wuchereria bancrofti, Brugia malayi e
Brugia timori, cujas larvas (infectantes L3) séo transmitidas aos seres humanos por picadas
de mosquitos vetores (NESVES et al., 1991). Atualmente é considerada uma doenca
reemergente e importante agravo de saude publica no mundo, sendo uma das principais
causas de deformidade e incapacidade fisica que podem levar a exclusdo e estigma sociais.
Essa uma doenca parasitaria atinge o sistema linfatico, sendo a principal causa de
elefantiase e hidrocele, responsavel por importantes perdas econémicas em paises tropicais
e subtropicais (ROCHA, AYRES, FURTADO, 2002; GURGEL, CARNEIRO,
COUTINHO, 2010).

Nas areas em que a doenca € endémica, a prevaléncia de infeccdo aumenta
continuadamente, principalmente, pelo crescimento rapido e desordenado dos centros
urbanos e pela criacdo de condigdes ideais para multiplicacdo dos focos dos mosquitos
transmissores, sendo o Culex quinquefasciatus predominante na maioria das areas
endémicas (REGIS et al., 1996, SILVERIO, URBINATTI, 2011).

A FL corre espacialmente de modo focal, em geral em populacdes com baixas
condicdes socioeconémicas e estima-se que, aproximadamente, 120 milhdes de individuos
sejam portadores de microfilarias circulantes, destes 40 milhdes portadores da doenca
clinica e 80 milhdes infectados pelo parasita, dentre as 1,1 bilnGes de pessoas que vivem
em regides de risco. A populacédo infectada esta distribuida em 83 paises de clima tropical e
subtropical, sendo encontrada, de forma endémica, na Asia, Africa e ilhas a oeste do
Pacifico. Nas Américas, os focos de transmissdo ativa de FL, atualmente, encontram-se no
Haiti, Republica Dominicana, Guiana e Brasil (BRASIL, 2009; MATTOS & DREYER,
2008).

Embora a distribuicdo da infeccdo pareca global, aproximadamente um terco dos
individuos infectados reside na india, outro terco na Africa e o restante se encontram,
predominantemente, na regifo ocidental do Pacifico e no sudeste da Asia. As Américas
representam 0,3% da prevaléncia global e o pais de maior nimero de casos é o Haiti,
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seguido pela Republica Dominicana, Guiana Inglesa e pelo Brasil. A figura 1 representa
graficamente os paises que necessitam de quimioterapia profilatica para o tratamento da
filariose linfatica.

Figura 1 — Proporcao da populagéo global que necessitam de tratamento para
filariose linfatica.

1% (1%\\'.4,' World Health Lymphatic filariasis, 2010
# Y Organization Proportion of global population requiring preventive chemotherapy for lymphatic filariasis (%)
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Fonte: WHO, 2010.

No Brasil, inquérito nacional realizado na década de 1950 mostrou transmissao
autoctone em 11 cidades: Manaus (AM), Belem (PA), Sao Luis (MA), Recife (PE), Macei6
(AL), Salvador e Castro Alves (BA), Floriandpolis, Sdo Jose da Ponta Grossa e Barra de
Laguna (SC) e Porto Alegre (RS) (MEDEIROS, et. al., 2003; BONFIM, et. al. 2003).

Em 2010, no Brasil, a parasitose apresenta distribuicdo urbana e nitidamente focal,
sendo detectada transmissdo ativa somente em Recife e cidades de sua regido
metropolitana, Olinda, Jaboatdo dos Guararapes e Paulista (DREYER, et. al., 2010).

A regido metropolitana do Recife, em Pernambuco, Nordeste do pais, tem indices de
microfilaremicos variando de 2% ate 15%, em comunidades de baixo nivel
socioecondmico. A populacdo desses quatro municipios € estimada em 2.600.000
habitantes considerando-se a populacdo em risco de adquirir a infeccdo, a residente em

areas de baixo nivel socioeconémico sendo 1.600.000 a populacdo da area endémica de FL
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e estimados em 30.000 o nimero de microfilarémicos dados obtidos no ano de 2010
(DREYER, et. al., 2010).

Belém do Pard (Regido Norte) e Maceid (Regido Nordeste), cidades que até
recentemente também eram focos ativos no Brasil ja demonstram a interrupcdo da
transmissé@o da parasitose por dados atuais (BRASIL, 2009, DREYER, et. al., 2009).

A frequéncia de parasitados é significativamente maior em jovens do sexo
masculino, sendo o pico de microfilarémicos na populacdo de 20 a 40 anos de idade. A
prevaléncia da infeccdo aumenta durante a infancia e tende a se estabilizar no inicio da fase
adulta (MATTOS & DREYER, 2008; BRASIL, 2009).

A deteccdo de criancas parasitadas ¢ um forte indicio de que ainda esta ocorrendo
transmissdo em uma area, assim como, a ocorréncia de morbidade filarial em adultos acima
de 30 anos pode estar relacionada a transmissdo em periodos anteriores (DREYER, et. al.,
2010; JUNGMANN, FIGUEREDO-SILVA, DREYER, 1992).

A maioria dos microfilarémicos ndo tem sintomatologia aparente, porém funcionam
como fonte de infeccdo e, do ponto de vista epidemioldgico, necessitam de atencdo para
evitar a dispersdo da parasitose (BRASIL, 2009; JUNGMANN, FIGUEREDO-SILVA,
DREYER, 1991).

O desenvolvimento de metodologias de diagndstico individual e de tratamento em
massa tem proporcionado a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) executar 0 programa de
erradicacdo global da FL. Em 1993, a Forca Tarefa da OMS para erradicacdo de doencas
elegeu a FL como uma das seis doencas potencialmente eliminaveis. Em maio de 1997, a
Assembléia Mundial de Saude consolidou essa resolucdo, anunciando a eliminacéo global
da filariose como um problema de saude publica (DREYER, COELHO, 1997). Sendo neste
mesmo ano estabelecido pela OMS que o controle da FL seria baseado em dois focos: a
interrupcao do tratamento e o controle da morbidade (DREYER et al., 2010).

No ano de 2000 foi estabelecida estratégia de combate mundial a FL intitulada
Programa Global de Eliminacdo da Filariose Linfatica (PGEFL), como uma resposta a
Resolucdo de 1997 da Assembléia Mundial de Salude que considerou essa doenca um
problema de salude publica mundial de possivel eliminacdo. As estratégias do programa,

para atingir esses objetivos, fundamentaram-se em dois pilares: interrupcéo da transmisséo,
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através do tratamento em massa, e controle da morbidade da doenca (DREYER, ADDISS,
2000).

Metodologia

Para a realizacdo deste estudo foi efetuado um levantamento bibliografico que
consiste em analise e descricdo bibliografica de livros, monografias, dissertacdes e teses,
artigos e cartilhas de informacéo que demonstram a situacao da FL.

A revisdo de artigos cinetificos foi realizada através da consulta a Biblioteca Virtual
de Saude (http://regional.bvsalud.org/php/index.php) e a biblioteca dos Periédicos CAPES,
considerado como critério inicial para selecdo. Optou-se por estas bases de dados por serem
um elo de acesso para pesquisa no MedLine, PubMed e Lilacs que sdo as principais fontes
de publicacdes cientificas na atualidade e, a partir de seu sistema de busca, utilizou-se as
palavras-chave: Filariose, Filariose Linfatica, tratamento em massa, € 0s nomes dos

respectivos farmacos utilizados no tratamento da enfermidade.

Critérios de Incluséo

Apos a leitura inicial foram aplicados os critéerios de inclusdo aos artigos levantados
a principio. Os critérios de inclusdo foram: o artigo ser publicado em periddicos indexados
a base de dados que fossem relevantes, independentemente do tempo, o que contribuiria
com um historico da doenca; ter utilizado como descritores os termos “Filariose Linfatica”;
e abordar questdes relativas as caracteristicas das enfermidades e ao tratamento
medicamentoso utilizando.

Realizou-se leitura cuidadosa de todos os artigos selecionados, incluindo, neste
estudo, publicacbes de 6rgdos oficiais sobre distribuicdo e frequéncia das enfermidades,
assim como outros artigos originais restritos ou nao ao intervalo pré-estabelecido de selecdo
dos demais, em decorréncia de seu valor como referéncia historica e/ou sua relevancia no

contexto apresentado.

Critérios de Exclusao
Foram utilizados como critérios de exclusdo os artigos que ndo abordavam questdes
relativas as enfermidades e ao tratamento da Filariose Linfatica, como estudos de caso ou
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reacOes fisiologicas inesperadas, por ndo ser o objetivo deste trabalho discutir a cerca de

eventos isolados.

Resultados e Discussao

Com a aplicagdo desses critérios de inclusdo identificou-se 1082 artigos que
abordam diferentes questdes acerca dos assuntos mencionados em diferentes periodos.
Inicialmente, foram selecionados 147 artigos publicados em diversas linguas sobre o
referente assunto em intervalos de publicacdo diferentes, os que correspondem ao historico
clinico da doenca entre 1988 a 2012, e as demais informagdes, mais atualizadas coletadas
de trabalhos que compreendem a década de 90 até os dias atuais. Apos a leitura inicial dos
titulos e resumos, artigos cientificos publicados em diferentes periodicos que abordam a
tematica da filariose linfatica e seus tratamentos 63 artigos foram selecionados de acordo

com os critérios de inclusdo e exclusdo.

TRATAMENTO DA FL

O tratamento antifilarial individual esta indicado em todos os individuos com
evidéncias de infeccdo ativa — presenca de vermes adultos e microfilarias — independente de
apresentarem ou ndo qualgquer manifestacéo clinica da doenca (DREYER et al., 2002). Nas
areas endémicas para FL existem essencialmente duas modalidades de tratamento: o
seletivo e o tratamento em massa ou coletivo. No tratamento coletivo, os individuos sdo
examinados e constatada a infeccdo sdo tratados juntamente com toda a comunidade.

O programa de controle e eliminacdo da FL tem como objetivo elimina-la até 2020.
Para que isso ocorra a Organizacdo Mundial de Saude tem como meta tratar 1.1 bilhdo de
individuos vivendo nas areas endémicas até 2020 (OLIVEIRA-MENEZES et. al., 2010).
Com a disponibilidade de novas ferramentas diagndsticas, identificando a infeccdo com a
W. bancrofti, é imperativo, 0 quanto antes o tratamento com a droga especifica, evitando a
progressao dos danos linfaticos (DREYER, ADDISS, 2000).

Outra abordagem terapéutica, envolvendo tratamento coletivo, é a utilizacdo do sal
(cloreto de sddio) medicado com a dietilcarbamazina (DEC), numa concentracdo que pode
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variar de 0,1 a 0,6% (DREYER et al., 1995; WHO, 2012). Esta alternativa foi utilizada pela
primeira vez em Recife por Hawking e Marques (1967). Varias areas endémicas do mundo
tém utilizado esta forma de tratamento, principalmente a China e Tanzania (ANDRADE,
1995), apresentando pleno sucesso no controle da infeccdo causada pela FL. O tratamento
na filariase linfatica bancroftiana, no seu espectro mais amplo, visa a cura da infec¢do do
individuo, a interrupcdo da transmissdo comunitéria e a resolucdo ou minimizacdo das
repercussdes clinicas desta infeccdo (AMARAL et al., 1994).

Para tanto, o arsenal terapéutico disponivel inclui drogas macrofilaricidas (acdo
contra os vermes adultos) e/ou microfilaricidas (a¢do contra as microfilarias), intervencdes
clinicas sobre a morbidade da doenca e medidas de carater sdcio-ambiental auxiliares no
controle da transmisséo. A droga de escolha é a dietilcarbamazina (DEC), que é derivada da
piperazina, e tem sido indicada para o tratamento da filariose bancroftiana ha mais de
cinquenta anos, tanto individual quanto para o tratamento em massa, por ter a vantagem de
ser micro e macrofilaricida (DREYER, NOROES, 1997; DREYER et al., 1995).

TRATAMENTO INDIVIDUAL

Dietilcarbamazina

Sintetizada como 1-diethylcarbamyl-4-methylpiperazine, em 1947, a DEC € um
derivado da piperazina produzida sob a forma de citrato (sal, devido sua instabilidade
térmica) possuindo diferentes denominacdes, de acordo com a industria farmacéutica que a
comercializa. A DEC é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, atingindo
concentracdo plasmatica maxima entre 1 a 2 horas ap0s a ingestdo oral, bastente solivel em
meios aquosos nao se concentra em nenhum érgéo especifico, ndo havendo acumulacdo da
mesma no organismo mesmo ap0s longos periodos de tratamento. A excrecdo da DEC é
basicamente renal, com tempo de meia vida sanguineo a depender do pH urinario
(DREYER, NOROES, 1997).

A DEC possui uma potente acdo microfilaricida, porém o seu efeito sobre o verme
adulto é parcial, podendo existir até mesmo vermes refratarios as acbes deste farmaco.

Apesar dos mecanismos de acdo da DEC ainda serem desconhecidos, alguns estudos
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sugerem que a acdo da DEC pode ser mediada pelas plaquetas, as quais parecem induzir
uma reacdo inflamatdria através da liberacio de histamina (NOROES et al., 1997).

Através do uso da ultrassonografia, foi possivel definir a existéncia de ninhos de
vermes com subpopulagdes sensiveis e outras que ndo respondiam ao tratamento com a
DEC. Isso acontece mesmo quando se administram doses tdo altas quanto 12 mg/kg de
peso corporal, por um periodo de até 30 dias e até 0 momento, ndo se tem explicacdo exata
para esse mecanismo de falha. Assim, a cura parasitoldgica de um dado individuo esta na
dependéncia da sensibilidade dos vermes a droga e, desse modo, ndo é possivel antever a
resposta terapéutica em cada individuo (NOROES et al., 2003; MATTOS, DREYER,
2008).

O esquema classico recomendado pela OMS para o tratamento individual dos
microfilarémicos é o de 6 mg/kg de peso por doze dias. No caso da eosinofilia pulmonar
tropical (EPT), ele deve ser prolongado por até 30 dias (Dreyer et al., 1996). E oportuno
ressaltar que essa sindrome pode levar o paciente a obito pelo desenvolvimento de fibrose
intersticial pulmonar. Dessa forma, existindo duvidas quanto ao diagnostico diferencial em
relacdo a outras sindromes pulmonares eosinofilicas, o teste terapéutico com a DEC se faz
imperativo (COUTINHO et al., 1998). E importante frisar que corticoesterdides n&o estio
indicados para o tratamento de EPT, por reduzirem o efeito microfilaricida da DEC e por
proporcionarem uma melhora passageira com agravamento posterior do quadro clinico
(DREYER et al., 2001).

O efeito macrofilaricida da DEC é dose-independente, a partir de 6 mg/kg, em uma
administracdo Unica. Portanto, se o tratamento individual objetiva a morte do verme adulto,
ele podera ser feito com a dose Unica acima recomendada. Até o momento, as tentativas de
repeticdo do tratamento a cada 6 ou 12 meses, por até 4 anos, tém falhado quanto ao
propdsito de eliminar os vermes adultos que anteriormente foram refratarios a acdo da
DEC, por isso o tratamento deve ser monitorado e mantido pelo menos por 4 a 6 ciclos
anuais. Por outro lado, o efeito microfilaricida da DEC em curto prazo é dose dependente.
Assim, nos portadores de hematdria filarial, o tratamento de 12 dias deve ser repetido tantas
vezes guantas forem necessarias para levar ao desaparecimento de microfilarias circulantes
(NEVES et al., 2001 ; DREYER, NOROES, 1997; OLIVEIRA-MENEZES, et al., 2010).
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A DEC ndo deve ser administrada em mulheres gréavidas (apesar de ndo existirem
relatos na literatura de teratogénese em seres humanos) nem durante o primeiro més de
lactacdo, devido a ndo comprovacdo clinica de seguranca. Normalmente, pode ser
administrada em criangas ap6s o segundo ano de vida, ndo existindo uma idade limite que
impeca a sua utilizacdo em idosos. Porém, ha possibilidade do aparecimento de reacGes
adversas sistémicas nos microfilarémicos idosos, com outras doengas associadas, tais como
cardiopatias ou pneumonopatias (COUTINHO et al, 1998; MEDEIROS, DREYER, 1996).

A DEC, apesar de bem tolerada, pode produzir reacdes adversas como, sonoléncia,
nausea, febre, cefaléia, artralgia, linfangites, linfadenites, orquite, epididimite, dentre
outras. Essas reagdes podem ser devido a dois fatores: a toxicidade quimica da droga, que
esta relacionada a quantidade de dose ingerida, ou reacdo decorrente da morte do parasita,
microfilaria ou a forma adulta (DREYER & NOROES, 1997).

Ivermectina

Descoberta em 1970, a ivermectina (IVC) (22, 23 - diidroavermectina) produzida
pelo actinomiceto Streptomyces avermitilis, pertence ao grupo das avermectinas (classe das
lactonas com 16 membros), sendo um analogo semi-sintético da avermectina B; e usada
como parasiticida. Esta droga funciona como agonista do &acido gama-aminobutirico
(GABA), estimulando a liberacéo pré-sinaptica do mesmo, aumentando sua ligacdo com o0s
receptores pds-sinapticos. Com isso, abrem-se 0s canais de cloro e aumenta-se a sua
conducdo intracelular, permitindo a hiperpolarizacdo da membrana neuronal, causando
paralisia do tipo flacida e eliminando o parasito. Os efeitos adversos da droga dependem de
sua dosagem, porém ela é bem tolerada em seres humanos. (MEDEIROS et al., 2008,
TRACY, WEBSTER, 2002, HORVAT et al., 2011).

A 1VC imobiliza os organismos atacados por meio da inducdo de paralisia ténica da
musculatura, causando este efeito devido a acdo do glutamanto com os canais de cloro
abertos. Apesar da sua lipossolubilidade, apresenta-se como um farmaco seguro, devido ha
uma bomba de efluxo de glicoproteina P na barreira hematencefalica, impedindo a entrada
da IVC no sistema nervoso central. (TRACY, WEBSTER, 2002; COUTINHO et al., 1994).

A 1VC é o farmaco mais seguro para lugares onde a FL pode coexistir com loiase ou
oncocercose, presente em regides do Haiti, Suriname, Guyana e Costa Rica. Apds longos

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



37

estudos, desde a década de 80, em 1998 a indstria farmacéutica Merck Sharp and Dohme®
“em conjunto com a OMS, faz uma doacgdo deste medicamento aos paises africanos que se
enquadram neste caso, ja que hoje, estima-se que haja ainda cerca de 300 milhdes de
africanos que residem em regides em risco de FL (PROGRAMA MECTIZAN, 2011).

Albendazol

O albendazol é um farmaco bem aceito pelo organismo, sendo indicado no
tratamento de vérias doencas ectoparasitarias, porém, para o tratamento de FL geralmente é
usado em unica dose (400 mg), e também combinado com outro anti-helminticos
(BIOLCHINI, 2005; DREYER et al., 2006).

E um farmaco do género do mebendazol, sendo um carbamato de benzimidazol com
potencial atividade nematocidal e cestocida, sendo metabolizada rapidamente pelo figado e
tendo como metabdlito principal, o sulfoxido de albendazol, o qual mantém a atividade
anti-helmintica. As reacfes adversas sdo raras, porém com 0 uso continuo e prolongado
pode causar doenca hepatica, leucopenia e alopecia, ndo deve ser utilizado nos primeiros
trés meses por apresentar propriedades teratogénicas. Ha a formacao de enantiémeros (+) e
(-) do sulfoxido de albendazol, porém em humanos o enantibmero (+) € encontrado em
concentracdes plasmaticas muito mais elevadas e excretado muito mais lentamento que na
forma (-) (TRACY, WEBSTER, 2002; HORVAT et al., 2011).

TRATAMENTO EM MASSA

No ano de 2000 foi estabelecida estratégia de combate mundial a FL intitulada
Programa Global de Eliminacdo da Filariose Linfatica (PGEFL), como uma resposta a
Resolucdo de 1997 da Assembléia Mundial de Saude que considerou essa doenca um
problema de salde publica mundial de possivel eliminacdo. As estratégias do programa,
para atingir esses objetivos, fundamentaram-se em dois pilares: interrupcéo da transmisséo,
através do tratamento em massa, e controle da morbidade da doenca (DREYER et al., 1996;
DREYER; ADDISS, NOROES, 2005).

A interrupcdo da transmisséo deve ser orientada para a populagdo sob risco e visa
reduzir a carga filarial na comunidade. A disponibilidade de novos esquemas terapéuticos
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empregados em regime de dose Unica anual possibilitou associacdo efetiva e segura de
drogas por um periodo prolongado de quarenta e oito a oitenta e dois meses (FIGUEREDO-
SILVA et.al., 2010).

Os diversos paises endémicos, que aderiram ao programa, optaram por diferentes
alternativas de tratamento em funcdo de suas realidades epidemioldgicas (FIGUEREDO-
SILVA et.al.,, 1996; OMS, 2012).

Como o indice de resisténcia ao tratamento individual é grande, mesmo com a
associacdo dos farmacos supracitados, a OMS recomenda desde 2000, em que o Programa
para Eliminacdo Global da Filariose Linfatica foi lancado, um tratamento em massa da
populacdo (Mass Drug Administration - MDA) com doses individuais ou combinadas dos
farmacos: citrato de DEC, IVC e ALB (BABU et al., 2006).

O tratamento em massa da populacdo residente em areas endémicas tem como
objetivo interromper a transmissdo do virus e erradicacdo das microfilarias, pois a
eficiéncia dos farmacos utilizados é insatisfatoria para eliminar as microfilarias. Porém,
estudos demonstram que seis repeticdes de tratamento em massa da populacdo sdo capazes
de erradicar a microfilaremia em regiées endémicas (RAMAIAH et al., 2007). Entretanto
deve-se ter cuidado, ja que o tratamento em massa exclui o exame parasitologico, ndo tem
como saber qual parasito o individuo € portador e se ele é portador (DREYER, COELHO,
1997; DREYER et al., 1996).

Citrato de Dietilcarbamazina isolado

A dose Unica de 6 mg/kg de citrato de DEC ¢ tdo efetiva para matar o verme adulto
de W. bancrofti e provocar supressao da microfilaremia a longo prazo (12 meses), quanto a
dose de 6 mg/kg por 12 dias, classicamente recomendada pela OMS (FONTES et al.,
2005).

O uso da DEC no sal convencional de cozinha (0,2 - 0,4% por peso da base) € uma
boa medida adjuvante na interrupcdo da transmissdo. Essa estratégia foi capaz de
consolidar a interrupcdo da transmissdo na China. Estdo sendo realizados outros estudos
para avaliar a eficAcia dessa metodologia em outros paises, quer isoladamente, quer

complementando-se os ciclos anuais de tratamento supracitados (TRACY, WEBSTER,
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2002; DREYER et al., 1995). Em 1997, em Belém e Recife, a DEC era um medicamento
indispensavel em Kits para postos de saide (BARRAGAT, 1998).

Vaérios estudos de casos sdo relatados na literatura que evidenciam os efeitos
colaterais deste tratamento, normalmente sdo resultados da eliminagdo das filarias e
microfilarias, dentre eles BABU e colaboradores em 2006 descreve os efeitos adversos
observados em tratamento em massa com DEC realizado em 6 distritos da india nos anos
de 2002 a 2004, como: nauseas, vomitos, dor de cabeca, febre, giddness e diarréia, 0s mais
relevantes; foi possivel observar também que os efeitos adversos decaem de 45 a menos de
10 % em freqliéncia do primeiro ao quinto dia ap6s ingestdo do medicamento (DREYER,
DREYER, 2000).

Ivermectina isolada

Apesar da IVC néo ser o farmaco de primeira escolha, tem sido utilizada ha muitos
anos no tratamento de administracdo em massa da populagio na Africa, mostrando eficécia,
seguranca e poucos efeitos adversos (HEUKELBACH, OLIVEIRA, FELDMEIER, 2003),
porem a IVC é um medicamento de alto custo, utilizado devido doacdo da industria
farmacéutica Merck Sharp and Dohme®. Estudos indicaram que doses anuais Gnicas de
IVC (400 pg/kg de peso), sendo utilizado desde 1987, séo eficazes e seguras (DREYER,
COELHO, 1997).

A dose unica de IVC com 400 pg/kg de peso €, inclusive, mais eficaz que a DEC
para suprimir a microfilaremia a curto prazo (até 6 meses) (DREYER, COELHO, 1997;
ANVISA, 2012; SUPALI et al., 2008).

Albendazol isolado

Provoca alteracbes degenerativas nas células do parasita por ligacdo aos sitios de
tubulina sensiveis a colchicina, ocasionando inibicdo da polimerizacdo ou juncdo nos
microtubulos. A perda dos microtibulos citoplasmaticos prejudica a captacdo de glicose da
larva e dos estagios adultos do verme, levando a deplecdo dos estoques de glicogénio.
Mudancas degenerativas em reticulo endoplasmatico e mitocdndrias e subseqlente
liberacdo de lisozimas resultam na diminuicdo da producéo de adenosina trifosfato (ATP),
que fornece a energia necessaria a sobrevivéncia do parasita. Com a diminuicdo da
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producdo de energia, 0 parasita fica imobilizado e, consequentemente, morre. De forma
secundaria, ALB ainda inibe a fumarato redutase, na presenca de pequenas quantidades da
forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), sendo esta a coenzima
envolvida em muitos processos de reacdo de oxidacdo e reducdo que ocorrem na célula e
utilizado no tratamento de filariose em combinag¢do com outros anti-helminticos (ANVISA,
2012).

Associacao citrato de DEC + IVC

A combinacdo da DEC com a IVC pode, também, aumentar a supressao da
microfilaremia a curto e em longo prazo. Com a administracdo anual de DEC + IVC em
programas de tratamento em massa, hd uma reducdo da prevaléncia de microfilaremia na
populacdo humana, assim como do indice de infectividade dos mosquitos vetores
(COUTINHO et al., 1994; ANDRADE et al., 1995; CHANSIRI et al., 2005 RAMAIAH et
al., 2007).

A associacdo citrato de DEC + IVVC ja foi utilizada em estudos-piloto no Sri Lanka,
Haiti, india, Polinésia e no Brasil, um estudo-piloto em militares da regido metropolitana
do Recife (MEDEIROS et al., 1999). Ja que a IVC é um potente microfilaricida, em
complementacédo ao citrato de DEC, que tem potente acdo macrofilaricida, fato que ocorre
frente a diferentes espécies dos causadores da filariose linfatica (COUTINHO et al., 1994;
CHANSIRI et al., 2005).

Associacéo IVC + ALB

Adicionalmente ao clearence da microfilaremia, o largo espectro anti-helmintico da
IVC e do ALB € um ponto atrativo para os programas de tratamento em massa. Evidéncias
mais recentes indicam que uma dose anual unica de 1VC (200 - 400 pg/kg) e uma dose
anual unica de ALB (400 mg) sao ainda mais eficazes no controle da filariase linfatica que
quaisquer desses farmacos isoladamente. O periodo de tratamento é de cerca de 4-6 anos e
baseia-se na fecundidade estimada dos vermes adultos (TRACY, WEBSTER, 2002,
DREYER et al., 2006, BELIZARIO, 2003).

Na Africa, onde pode existir a infeccdo por Onchocerca ou por Loa Loa, com
excecdo do Egito, o risco potencial de reacOes adversas severas com 0 uso da DEC torna
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impossivel sua distribuicdo nas regides endémicas de bancroftose. Nessas &reas, a co-
administracdo de IVC e ALB é o tratamento de escolha (TRACY, WEBSTER, 2002). Para
as drogas mencionadas e para as suas diversas combinacbes, o nivel de cobertura
populacional e a duragéo do tratamento requerido para interromper a transmisséo ndo foram
ainda estabelecidos de forma precisa nas areas endémicas com diferentes espécies de
vetores e com diferentes prevaléncias de microfilaremia. Porém, estima-se um periodo que
pode variar de 5 a 10 anos, exceto para o sal fortificado com DEC, para o qual ainda nao
esta estabelecido o tempo maximo de tratamento (DREYER et al., 1995; DREYER et al.,
1996).

Associacdo DEC + ALB

Na Samoa Americana, pequena ilha situada no pacifico sul, pertencente aos Estados
Unidos da América (EUA) a prevaléncia da microfiralemia foi reduzida de 11,5% da
populacdo para 0,95% em 5 anos de tratamento em massa da DEC em associa¢do ao ALB
(R1ZZO et al., 2007). A dose de 400 mg de ALB administrada por via oral adicionada a
dose de 400 mg de DEC ainda € uma escolha mais adequada para a quimioterapia em
massa (TRACY, WEBSTER, 2002; DREYER, MEDEIROS, 1990; DREYER et al., 2006).

O controle do vetor, quando possivel, pode ajudar a interrup¢do da transmisséo,
aléem de proporcionar uma melhor adesdo das comunidades aos programas de controle
(OLIVEIRA-MENEZES et al., 2010; LIANG et al., 2008).

CUSTOS

A doenca clinica é um duro encargo social e econdémico para os seus portadores e
para o Estado. Estima-se que em 2005 existiu um namero global de 40 milhdes de
portadores das duas formas mais prevalente da doenca, a hidrocele e o linfedema (WHO,
2005). Ha cerca de 16 milhdes de portadores de linfedema, e a india, sozinha, seria
responsavel por mais de 7 milhdes de individuos, atualmente. Entre os portadores de
linfedema de todos os paises endémicos ndo ha qualquer dado sobre quanto esse ndmero
representaria de portadores de elefantiase (DREYER et al., 2009; MEDEIROS et al., 2003).
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A endemia se instala nas comunidades de forma lenta e silenciosa e, muitas vezes,
mantém os casos mais deformantes escondidos em suas casas e afastados do sistema de
deteccdo da salde publica local. Como ndo é uma doenca letal, em muitos dos paises
endémicos, a FL ndo lidera a atencdo da midia nem das politicas publicas, como o fazem
doencas com alta mortalidade, como a maléria, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) e a desnutricdo. Por outro lado, ela traduz, para os portadores das formas cronicas,
um custo individual importante ainda ndo devidamente contabilizado e que interfere
negativamente na qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares, devido a
marginalidade dos portadores da doenga, pois ainda ha a necessidade de avaliar os custos
de médicos-sociais (psicologos), ja que ndo é levado em consideracdo o0 aspecto emocional
destes pacientes que sdo excluidos e negligenciados (MACIEL, FURTADO, MARZOCHI,
1999; DREYER et al., 2009).

A maioria dos paises endémicos ndo possui evidéncias bem documentadas das
perdas de producdo nas economias local e individual ou familiar, nem dos custos
governamentais. No entanto, nos ultimos anos, observa-se uma maior preocupacdo em se
quantificar o impacto sociocultural da doenca, o que fortalece a caracterizacdo da filariose
como um problema de satde publica, de acordo com a Assembléia Mundial da Sadde, em
1997. Ainda assim, existe uma importante subestimacéo do problema, devido, inicialmente,
a falta de dados atualizados das prevaléncias reais das principais formas crénicas na grande
maioria das areas endémicas. O ultimo trabalho que aborda o assunto, e de forma global, foi
publicado ha uma década (MATTOS & DREYER, 2008).

Entdo, a escolha pelo tratamento ideal se faz necessaria, ja que viu-se que a
prevencdo se torna inviavel, pois seriam necessarios em torno de US$ 70.60 por habitante,
para esgoto sanitario, e US$ 38.50 por habitante, para melhorias sanitarias, tornando um
programa oneroso (MACIEL, FURTADO, MARZOCHI, 1999; MATTOS & DREYER,
2008).

CONCLUSAO

Devido a disponibilidade de novas estratégias de controle e tratamento da doenca,

pode-se constatar que a filariose pode ser erradicada sem trazer consequliéncias agravantes
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ao paciente, se 0 mesmo receber tratamento adequado. Com isso evidenciou-se que 0
melhor tratamento isolado ainda é fazendo-se do uso da dietilcarbamazina, porém em
lugares que coexista oncorcecose, o melhor fairmaco é a ivermectina, se o portador
apresentar tolerdncia a essas drogas, ainda pode-se utilizar o ALB. Quanto a é&reas
endémicas, o0 melhor tratamento em massa se faz da combinagdo dos seguintes farmacos,
DEC e IVC, pois a DEC possui efeito microfilaricida e macrofilaricida, porém seu efeito
macrofilaricida ndo é tdo eficaz, entretanto a forma infectante da doencga é o verme jovem,
com isso a juncdo a droga IVC, tornando-o o tratamento mais eficaz e seguro, sendo
comprovado atraves da diminuigdo significativa da prevaléncia das microfilarias e

infectividade dos mosquitos vetores nos programas utilizados pela OMS.
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CAPITULO II

4 CAPITULO II: Citrato de dietilcarbamazina (DEC)
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Artigo 2 - CARACTERIZACAO DO ANTIPARASITARIO CITRATO DE
DIETILCARBAMAZINA: UMA ABORDAGEM QUALITY BY DESIGN (QbD) DE
PRE-FORMULACAO

Artigo submetido ao Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences — B3 (Qualis CAPES)

RESUMO

O conceito Quality by Design (QbD) na area farmacéutica é uma abordagem pro-ativa para
0 desenvolvimento farmacéutico. A primeira etapa desse processo é a coleta de dados
fisico-quimicos do farmaco, com excipientes fazendo parte do estudo de pré-formulagdo. O
citrato de dietilcarbamazina (DEC) é o farmaco de escolha no tratamento da filariose
linfatica. O objetivo desse trabalho foi realizar um estudo detalhado das propriedades da
DEC, através de multiplos ensaios. Perfis térmicos, difratométricos, quimicos,
morfologicos e reoldgicos foram obtidos. O espectro de absorcdo na regido do
Infravermelho confirmou a estrutura quimica do citrato de DEC. As micrografias e a
difracdo de raios-X evidenciaram a morfologia e a cristalinidade do farmaco,
respectivamente. O estudo de solubilidade confirmou a alta solubilidade em agua. A anéalise
térmica forneceu informacgdes importantes sobre temperatura de fusdo e degradacdo do
farmaco, e a cinética de degradacdo nao-isotérmica revelou valores de energia de ativacdo,
fator de frequéncia e ordem da reacdo. As propriedades de fluxo proporcionaram uma
melhor compreensdo do comportamento da matéria-prima. Esses resultados sdo essenciais

para padronizar e estabelecer condicdes nas quais o citrato de DEC é estavel.

Palavras-Chave: Quality by Design, citrato de dietilcarbamazina, pré-formulacéo,

propriedades fisico-quimicas.

ABSTRACT

Pharmaceutical Quality by Design (QbD) is a proactive approach to pharmaceutical
development. The first phase is the physic-chemical data collection on drug substances,
which is known as preformulation. Diethylcarbamazine (DEC) citrate is used in the

treatment of lymphatic filariasis, The aim of this work was provide a detailed study of the
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properties of DEC citrate using multiple assays. Thermal, diffractometric, morphological,
chemical and rheological drug profiles were obtained. The Infrared spectrum confirmed the
chemical structure of DEC citrate. The emicrographs and X-ray diffraction analysis showed
the morphology and cristallinity of the drug, respectively. The solubility study confirmed
its enormous solubility in water. The thermal analysis provided important information
about melting and degradation temperatures, and non-isothermal kinetics revealed values of
activation energy, frequency factor and order of reaction. The flow properties provided a
better understanding of the behavior of the raw material. The results are essential for
standardizing and establishing the conditions which DEC citrate is stable.

Keywords: Quality by Design, diethylcarbamazine citrate, preformulation,
physicochemical properties.

1 INTRODUCAO

O conceito Quality by Design (QbD) na éarea farmacéutica ¢ uma abordagem
sistematica, cientifica e pro-ativa para o desenvolvimento farmacéutico, que comeca com
0s objetivos pré-definidos que enfatiza os produtos, a compreensdo dos processos e o
controle do processo. A primeira fase do estudo € a coleta de dados das propriedades fisico-
quimicas do farmaco, avaliando a possivel formacdo de sal e os excipientes adequados,
antes do inicio da formulacao. Esta etapa € conhecida como pré-formulacdo (GOPINATH
& NAIDU, 2011; YU, 2008).

InvestigacBGes sobre pré-formulacdo sdo projetadas para fornecer todos os dados
necessarios  (especialmente  fisico-quimicos,  fisico-mecanicos e  propriedades
biofarmacéutica do farmaco, excipientes e materiais de embalagem) que possam influenciar
no desenvolvimento da formulacdo, no processo de producdo, na farmacocinética, nas
propriedades biofarmacéutica do produtofinal e na embalagem, de acondicionamento
escolhida (GOPINATH & NAIDU, 2011; SOARES-SOBRINHO et al., 2010).

A dietilcarbamazina (DEC) é um dos principais compostos farmacéuticos utilizados
no tratamento da filariose linfatica (FL), uma doenca aparasitariacronica, endémica em
regides tropicais como Asia, Africa e America Central e do Sul, sendo o farmaco mais
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antigo utilizado no tratamento e o de primeira escolha (BRASIL, 2009; DREYER,
DREYER & NOROES, 2002; WEAVER et al., 2011).

A dietilcarbamazina é um derivado da piperazina, de formula molecular C1oH21N30O
sintetizada inicialmente como 1-dietilcarbamil-4-metilpiperazina, comercializada, desde o
inicio da década de 50, como sal citrato e fosfato. O citrato de DEC é visto a olho nu como
um pd branco, facilmente solivel em &gua, devendo ser armazenado longe de fontes
luminosas, bem como livre de contato com o ar (BURKOT & ICHIMORI, 2002; USP,
2007; BRITISH PHARMACOPEIA, 2009).

A preferéncia da aplicacdo do sal em medicamentos deve-se principalmente por ser
estavel em condigdes ambientes e por diminuir consideravelmente ou até mesmo eliminar
efeitos colaterias associados a sua utilizagdo. Porém, por ser um sal, as suas propriedades
fisico-quimicas podem abranger séries muitos maiores do que as séries limitadas do
farmaco puro (PEREIRA et al., 2005; SILVA et al., 2010; KASIM et al., 2004).

Para desenvolver um medicamento eficaz e seguro é preciso ter amplo
conhecimento das propriedades fisicas e quimicas do farmaco (principio ativo) e dos
excipientes. Dessa forma, durante o desenvolvimento de formas farmacéuticas, a
caracterizacdo do principio ativo deve ser o primeiro passo no delineamento do
medicamento, de modo que as informac6es obtidas por meio desta pratica possibilitem uma
abordagem racional ao desenvolvimento da mesma. Fatores como o conhecimento das
diferentes formas polimorficas, impurezas, tamanhos e morfologia dos cristais, devem
possibilitar o controle adequado do material em questdo (NERY et al., 2008; SOARES-
SOBRINHO et al., 2010; HUANGA & TONGB, 2005).

A caracterizacdo fisico-quimica do farmaco pode ser realizada através de diversas
técnicas analiticas, que em geral, sdo especificadas na monografia de cada farmaco
disponivel em farmacopéia. Apesar disso, podem-se adotar outras técnicas de
caracterizacdo, aléem das frequentemente adotadas para a obtencdo de um arquivo mais
completo sobre o farmaco. Dentre elas pode-se citar a analise térmica; determinacfes de
tamanho, forma, porosidade e area superficial das particulas; propriedades de fluxo, atrito e
deformacdo, técnicas espectrométricas como ultravioleta e infravermelho com transformada
de Fourier; difracdo de raios-X; avaliacdo da dissolugdo intrinseca, higroscopicidade, dentre
outros (NERY et al., 2008; SOARES-SOBRINHO et al., 2010).
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O conhecimento destas caracteristicas é ainda mais relevante quando se trata de
farmacos que apresentam polimorfismo e baixa estabilidade diante de exposicdo a luz,
como a DEC de acordo com Silva em 2010. Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi
realizar a caracterizacdo da DEC, fornecendo conhecimentos basicos e complementares aos

da literatura, necessarios ao desenvolvimento racional de formulagdes estaveis e eficazes.
2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1  Material

O citrato de DEC foi sintetizado e doado pela Nortec Quimica®, lote 010276.
Foram utilizados os solventes: éter etilico (Dinamica®), diclorometano (Dinamica®),
acetona (Dinamica®), acetato de etila (Dinamica®), &lcool etilico (Vetec®), alcool metilico
(Dinamica®), n-hexano (Cinética®), 4cido cloridrico (Dindmica®), peréxido de hidrogénio

(Dinamica®), hidréxido de sédio (Vetec®) e acetonitrila (Carlo Erba®).
2.2  Metodos

2.2.1 Descricdo, tamanho de particula e analise morfologica

A matéria prima foi visualizada a olho nu, para verificagdo do aspecto e cor. A
avaliacdo da morfologia dos cristais da DEC foi realizada atraves de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) utilizando-se um microscopio Jeol® JSM-5900, ap6s serem
fixadas em fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro por 15 min (Metalizador
Baltec® SCD 050). As eletromicrografias foram obtidas em uma camara com tensdo de
excitacdo de 15 kV.

A determinacdo da distribuicdo do tamanho das particulas foi verificada através de
tamisacdo utilizando tamises padronizados e superpostos em ordem decrescente de tamanho
de poros (44, 90, 150, 250, 500 e 600 um), montados em uma base com vibra¢do magnética
(Tamizador Bertel®). Uma amostra de 25 g foi colocada no tamis superior e o conjunto foi

submetido a tamisagao por 15 min. O ensaio foi realizado em triplicata.
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2.2.2 Area superficial e tamanho de poros

Para a realizagdo deste ensaio, foi utilizado um Analisador de Area Superficial e
Tamanho de Poros—ASAP 2420 Micrometrics®, munido de software préprio para
determinar a area superficial (Sger) € porosidade (tamanho de poro e volume total de poros)
pelo método Barret-Joyner-Halenda (BJH).

Uma amostra de aproximadamente 200 mg do farmaco foi transferida para o tubo
de amostra, para remover qualquer material adsorvido no interior dos poros e na superficie
do material, durante 48h a 100°C.

A adsorcdo fisica progressiva de nitrogénio a -198°C sobre o material, e
subsequente dessorcdo deu origem as isotermas adsorcdo/dessor¢do, aplicando-se 0s
modelos apropriados para 0 ajuste dos pontos experimentais. A aplicacdo do modelo de
BET sobre a porcao apropriada da curva forneceu o valor da area superficial (de BET e de

Langmuir).

2.2.3 Propriedades de Fluxo

A densidade foi determinada através de ensaio com 10 g da amostra em um
compactador automatico (Tap Density, Varian®) provido de uma proveta normatizada, em
triplicata. O volume inicial ocupado pelo produto foi medido, e posteriormente foram
realizadas 10 compactacdes para acomodacdo do pd. Em seguida, foram realizadas 1250
compactacOes, que foram repetidas em seguida, para confirmacdo da manutencdo do
volume. A relacéo entre a massa das amostras e 0 volume ocupado pelo pé antes e apés a
compactacdo determinou as densidades aparente (dap) € de compactacdo (dcp). A
compressibilidade do p6 foi avaliada através do Indice de Hausner (IH) e o indice de Carr
(IC) de acordo com as seguintes equacdes: IH = dcp/dap € IC (%) = (dcp-dap)/dcp X 100,
respectivamente (ALVES et al., 2008; SHUSSELE, 2003).

O angulo de repouso foi medido pelo cone de pé formado através do escoamento do
farmaco através de um funil de dimensbes padronizadas sobre uma superficie plana. O
angulo formado entre o cone e a superficie foi medido com auxilio de um transferidor. O
tempo de escoamento foi determinado pela medida do tempo necessario para 0 escoamento
de uma quantidade pré-definida de farmaco através do funil, utilizando-se um cronémetro
digital (ALVES et al., 2008; SHUSSELE, 2003).
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2.2.4 Ensaio de Solubilidade semi-quatitativo

O ensaio de solubilidade semi-quantitativo do citrato de DEC foi realizado segundo
a Farmacopéia Brasileira 5% Edi¢do. Para o estudo, pesou-se 1 g do farmaco, e foram
utilizados os solventes agua, éter etilico, diclorometano, acetona, acetato de etila, alcool
etilico, alcool metilico, n-hexano, acetonitrila, solu¢édo de HCI 0,2 M, solucdo de NaOH 0,2
M e solugéo de H,0, 3%.

2.2.5 Difragdo de raios-X (DR-X)

O difratograma do farmaco foi obtido no difratdmetro SIEMENS® (X-Ray
Diffractometer, D-5000), equipado com anodo de cobre. As amostras foram analisadas no
intervalo de angulo 26 de 2-60 a uma velocidade de varredura de 0,02° 26/s. As amostras
foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material do po sem

solvente.

2.2.6 Espectrofotometria de absor¢do na regido do Infravermelho e Ultraioleta (UV)

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de
seleneto de zinco. As amostras a serem analisadas foram transferidas diretamente para o
compartimento do dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 16 varreduras.
Os espectros foram obtidos de 4000 a 650 cm™ na resolugéo de 4 cm™.

Para a obtencdo da varredura por espectrofotometria na regido UV utilizou-se
espectrofotometro da marca SHIMADZU® UV-2401 PC equipado com detector

ultravioleta e cubetas de quartzo de secdo transversal de 1 cm?.

2.2.7 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em Calorimetro Exploratério Diferencial Shimadzu®
DSC-60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 50
mL.min™ e diferentes razes aquecimento foram testadas (5, 10 e 15°C.min™), na faixa de

temperatura de 25 - 300°C. As amostras foram colocadas em porta amostra de aluminio
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hermeticamente fechados com massas de 1, 2 e 5 mg (x 0,2) de farmaco. Para o calculo da
pureza utilizou-se uma amostra de 2 mg em uma razdo de aquecimento de 2°C.min™ As
determinacdes foram realizadas em triplicata. Indio e zinco foram utilizados para calibrar a

escala de temperatura e a resposta de entalpia.

2.2.8 Termogravimetria (TG)

A caracterizacdo termoanalitica através de TG foi realizada em duplicata por meio
de termobalanca Shimadzu®, modelo TGA Q60, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de
50 mL.min™, sendo a massa da amostra de cerca de 5 mg (+ 0,4) de DEC, acondicionadas
em cadinho de alumina na faixa de temperatura de 25 - 600°C na razdo de aquecimento de
10°C.min™. Antes dos ensaios, o equipamento foi verificado com amostra padrdo de

oxalato de calcio monoidratado para verificacdo das variacfes de temperatura e massa.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Descricdo, tamanho de particula e analise morfologica

O citrato de DEC apresentou-se como um po branco e leve, com tendéncia a formar
aglomerados, atendendo a especificagdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). As
eletromicrografias do citrato de DEC matéria prima estdo apresentadas na Figura 1,
comprovando sua estrutura cristalina, apesar de, aparentemente, ndo apresentar estrutura

definida nem uniforme.

Figura 1 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do citrato de DEC.
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A partir da distribuicdo granulométrica realizada pode-se observar que matéria
prima utilizada para o estudo apresenta prevaléncia de suas particulas distribuidas no
intervalo entre 150 e 250 um (Figura 2). Diante desses resultados, realizou-se uma
avaliacdo da retencdo em relacdo a passagem das particulas nos intervalos avaliados. Nessa
avaliacdo observou-se que o tamanho médio das particulas é de aproximadamente 188 um
(Figura 2). Portanto, de acordo com a Farmacopéia Brasileira, podemos classificar a matéria
prima utilizada como um p6 semifino, visto que mais de 40% do farmaco passa pela malha
de 180 um de acordo com o gréfico da Curva de Gauss.

Figura 2 - Reparticdo granulométrica (a) e tamanho médio de particula do citrato de DEC
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3.2 Area superficial e tamanho de poros

O formato da isoterma indica qual o tipo de porosidade da matéria prima. Varias
formas de isotermas sdo conhecidas até hoje, porém, todas sdo variacdes de seis tipos
principais.

De acordo com a classificacdo de Brunauer, a isoterma de adsorcao/dessorcao do
citrato de DEC, que, se assemelha com o isoterma do tipo Il, indica a auséncia de histerese.

Apesar disso ndo se pode afirmar que a auséncia da histerese significa a auséncia de
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porosidade, ja que alguns formatos de poro podem levar a processos iguais de adsorcdo e
dessorcdo (WEBB, 1997).

Outro parametro bastante importante para o estudo de um insumo farmacéutico
ativo € a distribuicdo de tamanhos de poro ja que esta intimamente relacionado a area total
do sélido. As distribuicdes de tamanhos de poros sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados de area superficial e porosidade do citrato de DEC matéria-prima.

Amostra Area superficial Didmetro médio de poro
(BET)
BET Langmuir  Unidade (A) Unidade (nm)
DEC 40,38 m?/g 589,56 m3/g 35,73 3,57

A classificacdo de tamanho de poros é especificada como a largura média, ou seja, a
distancia media entre duas paredes opostas, e segue recomendacdes da IUPAC, podendo ser
classificada como sendo microporo (largura interna menor que 2 nm ou 20 A):; mesoporo
(largura interna entre 2 nm e 50 nm ou 20 A e 500 A) ou macroporos (largura interna
maior que 50 nm ou 500 A) (COSTA et al., 2006; TEXEIRA, COUTINHO & GOMES,
2001).

A DEC apresenta diametro médio do poro de 35,73 A, o equivalente a 3,57 nm o
que pode ser indicativo da presenca de microporos mais largos e principalmente de
mesoporos/macroporos, o que facilita a entrada e saida do gas, sem aprisionamento,
corroborando com o tipo da isoterma de adsorcdo/dessorcdo obtida (TEXEIRA,
COUTINHO & GOMES, 2001).

Esses resultados corroboram ainda com o tamanho de particula do citrato de DEC e
com o resultado da area superficial, que apresentou um valor 40, 3784 m#g, sendo
considerdo intermediario. Portanto o tamanho médio de particula (188 um - semifino) é
diretamente proporcional a area superficial e a classificacdo dos poros obtidos, com

prevaléncia de meso e macroporos (COSTA et al., 2006).
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3.3  Propriedades de fluxo

O estudo das propriedades de fluxo dos materiais é crucial no processo de
fabricacdo de qualquer forma farmacéutica, uma vez que exerce influéncia na alimentagdo
uniforme das méaquinas e, também, nas propriedades fisicas e mecéanicas dos comprimidos
(LIMA et al., 2006).

De acordo com os dados apresentados, observou-se a baixa densidade do citrato de
DEC com densidade aparente de 0,45 g/ml e densidade compactada de 0,64 g/mL,
conforme relatado na literatura. Por outro lado, o IC exprimiu de forma percentual a
capacidade de compactacdo do p6 analisado de 30,08%, onde valores acima de 21 % sdo
considerados de baixo fluxo e compactagcdo, conforme observado no citrato de DEC.
Adicionalmente, o Indice de Hausner (1,4), similar ao 1C, indicam que valores entre 1,25 e
1,5 exigem a adicdo de lubrificantes para melhorar o escoamento, enquanto que valores
superiores indicam fluxo ruim, conforme apresentado (ALVES et al., 2008; SHUSSELE,
2003). O angulo de repouso foi infinito para a matéria prima visto que o pé ndo obteve
escoamento, ficando retido no funil.

Nota-se que a associacdo dos resultados obtidos no tamanho médio de particula e
porosidade da matéria prima apresentam coeréncia, visto que a prevaléncia de macroporos,
ou seja, a existéncia de espacos largos entre as particulas, associado ao pé classificado
como semifino, ja revelam que possivelmente o farmaco apresentaria uma diferenca
significativa entre a densidade aparente e compactada, o que pdde ser comprovado
experimentalmente.

Todos esses parametros da reologia do pO sugerem que a producdo de formas
farmacéuticas sélidas contendo citrato de DEC devem ser realizada através de granulacdo
por via Umida, a qual promove melhoramento da reologia do pd, uniformizacdo das
particulas, dentre outros beneficios (AULTON, 2007).

Por outro lado, a presenca de excipientes inteligentes atualmente disponiveis
possibilita a sua compressdo direta, visto que a dose unitaria do comprimido é de 50 mg,
ndo gerando um grande aporte de farmaco em escala industrial, diminuindo o custo da
producdo. Além disso, a compressdo por via Umida pode gerar instabilidade do farmaco no
momento da molhagem, causando tanto sua solubilizagdo quanto mudanga de estado
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cristalino, o que pode prejudicar a qualidade do produto final (AULTON, 2007;
LACHMAN, LIEBERMAN & KANIG, 2001).

3.4 Ensaio de Solubilidade

Como resultado do estudo de solubilidade, foi observado que o citrato de DEC ¢
muito pouco solivel em solventes organicos, com excecdo apenas dos alcoois metilico e
etilico, que sdo os que apresentam maior polaridade dentre os solventes escolhidos, como

visto na Tabela 3.

Tabela 2 - Solubilidade do citrato de DEC, em diferentes solventes.

Solventes Volume Utilizado Solubilidade
Agua <1mL Muito Soluvel
Eter etilico >10 L Praticamente insoltvel
Diclorometano <10L Muito pouco soluvel
Acetona <10L Muito pouco soluvel
Acetato de Etila <10L Muito pouco soluvel
Alcool Etilico (Etanol) <1000 mL Pouco Solavel
Alcool Metilico (Metanol) < 100 mL Ligeiramente Soluvel
N-Hexano <1000 mL Pouco Solavel
Acetonitrila <1000 mL Pouco Solavel
Sol. HCI 0,2M <1lmL Muito Soluvel
Sol. NaOH 0,2M <1lmL Muito Soluvel
Sol H;0; 3% <1lmL Muito Soluvel

Observada a sua alta solubilidade em agua, deve-se analisar condicGes e pontos
criticos durante a producdo de formas farmacéuticas contendo citrato de DEC para que o

farmaco mantenha-se integro e estavel em locais de elevada umidade.
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3.5 Difracdo de Raios-X

A presenca de inimeros picos ao longo do difratograma (Figura 3) indica que a
amostra apresenta estrutura essencialmente cristalina, principalmente a 20 em torno de
6,58°, sendo o pico mais intenso, podendo ser considerado pico caracteristico do citrato de
DEC. Além desse, apresenta outros picos secundarios em 12,8°, 15,5°, 17,9°, e 27,5°.

Figura 3 - Difratograma do citrato de DEC.
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3.6  Espectrofotometria de absorcdo na regido do Infravermelho e Ultravioleta
(UV)

As técnicas espectrofotométricas estdo fundamentadas na absorcdo da energia
eletromagnética por moléculas que dependem tanto da concentracdo quanto da estrutura das
mesmas. De acordo com o intervalo de frequéncia da energia eletromagnética aplicada, a
espectrofotometria de absorcdo pode ser dividida em ultravioleta, visivel e infravermelho,
podendo ser utilizada como técnica de identificacdo e quantificacdo de substancias
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O espectro na regido do IV do citrato de DEC (Figura 4) apresenta bandas
caracteristicas, principalmente com relacdo as bandas tipicas de amidas e carbonilas

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



65

presentes no citrato (deformac&o das ligagdes C=0) bem como bandas tipicas de interacdes
intermoleculares, como pontes de hidrogénio.

As bandas referentes aos estiramentos das ligagbes C—H estdo na regido
compreendida entre 3100 e 2500 cm™, que ndo sdo evidentes pela sobreposicdo de uma
banda alargada referente a interacbes intermoleculares entre as ligagdes O—H dos
grupamentos &cidos do citrato.

Deformacdes angulares dos grupamentos —CHs estdo presentes em 1387 cm™ e
1449 cm™ para deformacdo simétrica e assimétrica, respectivamente.

Os grupamentos —CH,— apresentaram deformac&o angular simétrica em 1487 cm™ e
deformacéo angular assimétrica em 784 cm™,

A banda referente & hidroxila do citrato em 3370 cm™ ndo foi muito pronunciada
sugerindo que esse grupamento ndo esteja fazendo parte de interac6es de hidrogénio, sendo
as hidroxilas dos grupamentos acidos do citrato bem mais evidentes.

A banda de deformacéo axial da carbonila referente a dietilcarbamazina encontra-se
em 1627 cm™, um pouco abaixo do esperado devido & dupla substituicdo, com dois
nitrogénios, os quais provocam efeito de ressonancia responsavel pelo aumento da ligacao
C=0. O espectro apresenta também bandas de carbonila referentes ao citrato, em 1726 cm’
! Além dessas, a banda em 1193 cm™ é atribuida a deformacdo axial da ligagdo C-N das
aminas e as de 1418 cm™ atribuida & deformacao axial da ligacdo C-N das amidas.

A banda referente ao ion carboxilato (COQO"), que geralmente aparecem em torno de
1550 cm™, ndo foi bastante pronunciada, podendo ter havido sobreposicdo da banda
referente a carbonila da amida, que encontra-se mais alargada. A presenca de bandas de
carbonila mais intensas que do anion carboxilato confirma que dos trés grupamentos acidos
do citrato, apenas um cedeu o préton para a base (CERVERA et al., 2011; GAMBERINI et
al., 2007).
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Figura 4 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho da DEC e principais

grupamentos do citrato de dietilcarbamazina.
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A obtencdo do perfil do citrato de DEC por espectrofotometria na regido do
Ultravioleta ndo foi possivel visto que a sua estrutura molecular ndo apresenta grupamentos
cromoforos, ou seja, ligacdes duplas suficientes para absorcdo de energia e consequente
excitacdo de elétrons. O arranjo das ligacGes duplas torna singular cada estrutura molecular,
gerando uma absorbancia em determinado comprimento de onda na regido compreendida
entre aproximadamente 200 a 400 nm. A DEC apresenta absorbancia em um comprimento
de em 210 nm, o que ndo torna essa caracterizacdo seletiva, visto que varias substancias

inclusive solventes organicos podem interferir na sua identificacao.

3.7  Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A determinacdo da pureza por DSC é explicada pela teoria da ndo linearidade, ou
seja, a area onde normalmente é iniciado o evento é decorrente da fusdo das impurezas,
justificando um processo ndo linear, através da aplicagdo da equacdo de Van’t Hoff.
Utilizou-se uma razdo de aquecimento de 2°C.min™ (2 mg), obtendo-se uma pureza de
99,99%. A curva DSC apresentou dois eventos endotérmicos, o primeiro relacionado com a

fusdo do composto e o segundo atribuido a degradacao (Figura 5).
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Vérios fatores sdo importantes para se obter resultados reprodutiveis em
experimentos com DSC como, por exemplo, massa de amostra e razdo de aquecimento. 2
Dessa forma, para analise da interferéncia da massa foram obtidas curvas com amostras de
1, 2, e 5 mg para analise da intensidade do sinal. N&o houve diferenca quanto ao ponto de
fuséo obtido que foi de 140,60°C £ 0,54. Na anlise da influéncia da raz&o de aquecimento,
onde razdes de 5, 10 e 15 °C.min™ foram avaliada. Além disso, foram avaliados dois tipos
de amostra: citrato de DEC triturada e ndo triturada.

Todas as curvas DSC obtidas apresentaram dois eventos endotérmicos indicando
fusdo do farmaco e decomposicdo térmica, respectivamente. Os valores da temperatura
inicial de fus@o (T;) pico de fusdo e temperatura final de fusdo (T¢) de todas as amostras

estdo representadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Temperaturas iniciais de fusao (T;), pico de fuséo (Tyico), temperaturas finais de
fusdo (Tr) e valores de entalpia de todas as amostras analisadas, comparadas através de teste

estatistico de analise de variancia (ANOVA).

Amostra Ti (°C) Tpico(°C) Tf(°C) AH (J/g'l) ANOVA
(Tonset)
DEC1mg 1379 140,1 143,2 -131,50
I:critico =514
DEC: mg 1379 140,5 1443 -122,40
I:calculado =1,03
DECs mg 138 140,5 144,3 -137,66
DECrz 137,4 140,2 1426 -127,40
I:critico =514
DECRrz10 1379 140,5 1443 -122,40
I:calculado =0,08
DECRz5 138,2 141,4 1452 -189,50
DEC; my/ Rz10 137,9 1405 1440 -12241 | Ferigico =055

DECZ mg/ Rz10 Triturada 137,6 140,0 143,6 '190120 Fcalculado =1,03

Dentre as variaveis analisadas (massa, razbes de aguecimento e preparacdo da
amostra), foram realizados testes estatisticos de analise de variancia one-way, onde foi

observado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa, uma vez que o F
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calculado foi menor que o F critico, evidenciando que os resultados sdo iguais, com 95% de
confianca.

A dietilcarbamazina base, instavel a temperatura ambiente, tem ponto de fusdo em
aproximadamente 47°C visto que isoladamente ndo apresenta interagdes intermoleculares
fortes. Esse fato torna-se relevante principalmente quando é levado em consideragdo 0s
paises onde a doenca é endémica, 0s quais sdo de clima tropical, que, de acordo com a
classificacdo de umidade e temperatura, sdao da Zona IV, ou seja quentes e umidos . Dessa
forma, a utilizacdo do sal é preferivel, pois possibilita a formacdo de um composto
cristalino com temperatura de fusdo mais elevada (x140°C), possibilitando a manipulagao
do farmaco na rotina industrial (SILVA et al., 2010; ICH, 2003).

Por outro lado, ocasiona outro problema ndo menos importante que é a alta
higroscopicidade. Essa propriedade pode ter efeitos profundos e geralmente prejudiciais
nos processos fisico-quimicos de interesse das industrias farmacéuticas uma vez que pode

aumentar a tendéncia a formagéo de hidratos e polimorfos.

3.8  Termogravimetria (TG)

Na analise termogravimétrica, observou-se que a faixa de temperatura de
degradacdo do farmaco ficou entre 173,33 e 194,34°C, apresentando apenas um evento
principal de decomposicdo, e perda de massa de 94,27% (Figura 6). A analise do DTA
confirma a curva DSC obtida, a qual revela a presenca de dois eventos endotérmicos. Nota-
se que o evento da degradacdo do farmaco é endotérmico, sendo atipico, porém confirmado
pela primeira derivada da curva termogravimeétrica.

Apesar das curvas obtidas terem apresentado evento unico de decomposicdo, existe a
possibilidade da existéncia de dois eventos sobrepostos dentro dessa faixa de temperatura:
um relacionado a degradacdo do citrato, e um segundo relacionado a volatilizacdo
dietilcarbamazina base (SILVA et al.,, 2010; CERVERA et al.,, 2011). Dessa forma,
percebe-se que a energia fornecida tem a capacidade de quebrar a ligacao i6nica existente,
deixando livres os dois compostos. Pela proximidade das temperaturas de degradacdo do
citrato e volatilizacdo da DEC, ndo foi possivel diferenciar os dois eventos, sendo
caracterizado apenas como degradagdo do composto como um todo.
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Figura 5 - Curvas de DSC (—) e TG (---) do citrato de DEC, na razéo de aguecimento de

10°C.min™™.
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Os parametros cinéticos, Energia de ativacdo (Ea), o fato de frequéncia (A) e a
ordem da reag&o (n) podem fornecer informag6es sobre 0 mecanismo e a taxa da reacgéo de
decomposicao, condi¢bes de armazenamento, especialmente, prazo de validade (TITTA et
al, 2008; PIMENTE & ARBILLA, 1998).

O método ndo-isotérmico estabelecido por Ozawa é um método para determinar 0s
parametros de Arrhenius em condi¢fes dinamicas de razdo de aquecimento. A energia de
ativacdo (Ea) pode ser determinada a partir de um grafico do logaritmo da razéo de
aquecimento em funcao do inverso da temperatura, 1/T, desde que f(a) (fragdo descomposta
de um sélido em funcéo da temperatura) seja previamente conhecida.

O gréfico que representa as curvas termogravimeétricas da DEC isolada em
diferentes razbes de aquecimento em conjunto com o grafico de Ozawa (In da razdo de
aquecimento em funcdo de 1/T) esta representado na Figura 6, o qual demonstrou uma
correlacdo evidente entre as 5 razbes de aquecimento. A Ea calculada pelo método de
Ozawa apresentou um valor de 107.62 KJ/mol, fator de freqiiéncia (A) de 1.495 x 102 min"

! ordem de reacdo de n=1.
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Figura 6 - Curvas de TG do citrato de DEC obtidas a partir de raz6es de aquecimento

crescentes (1,5,10,15 e 20°C/min) e associa¢do com o grafico de Ozawa.
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4 CONCLUSAO

As técnicas analiticas utilizadas permitiram um melhor conhecimento sobre a
natureza fisico-quimica do antiparasitario citrato de dietilcarbamazina, que ajudardo a
fornecer subsidios para o estabelecimento de um perfil de qualidade detalhado a ser
adotado no controle de qualidade de rotina para este farmaco e para formulacbes que o
utilizem. Tais informacgdes sdo imprescindiveis para a padronizacdo e estabelecimento de

condicdes de estabilidade desse farmaco.
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Artigo 3 - ESTUDO DE ESTABILIDADE E PRE-FORMULACAO DO
CITRATO DE DIETILCARBAMAZINA NO ESTADO SOLIDO

Artigo Aceito no Journal of Thermal Analysis and Calorimetry — B1 (Qualis CAPES)
(comprovacao em apéndice)

RESUMO

O citrato de dietilcarbamazina (DEC) é o principal farmaco utilizado no programa de
combate a filariose linfatica (FL). O objetivo desse estudo foi avaliar a estabilidade do
citrato de DEC em misturas binarias (MB) 1:1 (p/p) com alguns excipientes,
primeiramente, através de DSC, e posteriormente, apds selecdo de algumas MB com
indicio de interacdo, através de técnicas complementares: TG/DTG, FT-IR, difracdo de
raios-X (DRX) e estudos de estabilidade seguidos de quantificacdo por CLAE. Das
misturas analisadas por DSC, foram selecionadas as MB com Tabletose®, representando 0s
excipientes que contém lactose, e as MB com polivinilpirrolidona (PVP) e estearato de
magneésio (EMg). As analises complementares por FT-IR e DRX ndo apresentaram indicio
de interacdo nas MB. As curvas TG/DTG com a MB DEC/ Tabletose® néo evidenciaram
sinais de interacdo, ao contrario das curvas com PVP e EMg, corroborando com o0s
resultados da cinética ndo-isotérmica, na qual as MB com PVP e EMg diminuiram a
energia de ativacdo da reacdo. Os estudos de estabilidade realizados mostraram que o
tempo influencia na estabilidade das MB, principalmente com o PVP que muitas vezes
contem impurezas que degradam o farmaco. Dessa forma, o0s excipientes avaliados,

principalmente o PVP e o0 EMg devem ser evitados.

Palavras-chave: Estabilidade térmica, Compatibilidade farmaco-excipiente, Anélise

térmica.

ABSTRACT
Diethylcarbamazine (DEC) is the main drug used in the treatment of lymphatic filariasis

(LF). The objective of this study was to evaluate the stability of DEC in binary mixtures
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(MB) 1:1 (w / w) with some excipients, first, by DSC, and later, after selecting some
evidence of interaction in BM, using complementary techniques as TG / DTG, FT-IR, X-
ray diffraction (XRD) and stability studies followed by quantification by HPLC. In the BM
analyzed by DSC, it were selected those with Tabletose ®, representing the excipients
containing lactose, the BM with PVVP and MgS. The additional analysis by FT-IR and XRD
showed no evidence of interaction in the BM. The curves of TG/DTG with the BM DEC /
Tabletose® showed no signs of interaction, unlike the curves with PVP and MgsS,
confirming the results of non-isothermal kinetics, in which the BM with PVP and MgS
decreased the activation energy of the reaction. Stability studies have shown that the period
of storage influences the stability of BM, especially with PVP that often contains impurities
that degrade the drug. Thus, the excipients evaluated, especially the PVP and MgS should

be avoided.

Key-words: Thermal stability, Drug-excipient compatibility, Thermal analysis.

1 INTRODUCAO

A filariose linfatica (FL) é uma das principais causas de morbidade aguda e cronica
que afeta a populacdo de areas tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Pacifico Ocidental e
algumas regides da América. E estimado que mais de 1,2 bilhdes de pessoas vivem em
areas de risco da doenca e dos 120 milhGes dos casos reais, 91% sdo causados pelo verme
Wuchereria bancrofti. (BOCKARIE et al., 2009; RAMAIAH et al., 2007; SILVA et al.,
2010).

O citrato de dietilcarbamazina (DEC) ¢ o principal fAirmaco utilizado no programa
de combate a FL. Apesar dos mecanismos de acao do farmaco ainda serem desconhecidos,
alguns estudos sugerem que sua acdo pode ser mediada pelas plaquetas, as quais parecem
induzir uma reagdo inflamatdria através da liberacdo de histamina (HOTI, et al., 2010;
PALUMBO, 2008; RAMASAMY, et al., 2011).

A dietilcarbamazina, [N, N-dietil-4-Metilpiperazina-1-carboxamida], ¢ um derivado
da piperazina, sintetizado como um sal de citrato devido ao aumento da sua estabilidade em
relacdo a base livre (Figura 1). E visto como um pé branco, facilmente solivel em agua

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



77

com peso molecular de 391,42 g/mol. (Farmacopéia Britanica, 2009; SILVA, et al., 2010;
USP, 2011).

Figura 1 - Estrutura quimica do citrato de DEC.
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O estudo de compatibilidade farmaco-excipiente representa uma fase importante no
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estudo de pré-formulacdo no desenvolvimento de formas farmacéuticas. De fato, potenciais
interacdes fisicas e quimicas entre farmaco e excipientes podem afetar a natureza quimica,
a estabilidade e biodisponibilidade dos farmacos e, consequentemente, sua eficacia
(OLIVEIRA, et al., 2010; SOARES, et al., 2010; SOARES-SOBRINHO, et al., 2010;
TITA, et al., 2011; VERMA, GARG, 2005; VIANA, et al., 2008).

A analise térmica é utilizada na industria farmacéutica como um rapido e confiavel
método para estudar e prever a estabilidade farmacéutica, o controle de qualidade e para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (BERTOL, et al., 2010; OLIVEIRA,
YOSHIDA, GOMES, 2011; SOARES, et al., 2010; VERMA, GARG, 2005; VIANA, et al.,
2008).

Diferentes métodos sdo relatados em estudos de compatibilidade e estabilidade
farmaco-excipiente. Entretanto, a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) tem se
mostrado uma ferramenta importante no inicio de qualquer estudo de pré-formulacdo de
qualquer forma farmacéutica no estado solido possibilitando a obtencdo de informagoes
sobre as possiveis interacGes entre os componentes da formulacdo, de acordo com a
mudanca de aparéncia, desaparecimento dos picos endotérmico ou exotérmico e / ou
variaches nos valores de entalpia das correspondentes as curvas da mistura farmaco-
excipiente (BRUNI, et al., 2010; BUCCI, MAGRI, MAGRI, 2000; OLIVEIRA, et al.,
2010; TITA, et al., 2011; VERMA, GARG, 2005).
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No entanto, a interpretacdo dos dados obtidos por DSC nem sempre é facil,
portanto, para evitar erros, o uso de outras técnicas como Termogravimetria (TG)
espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR), difragdo de raios-X (DRX), bem como
parametros cinéticos (energia de ativacdo, fator de freqliéncia e ordem de reacdo) é muito
aconselhdvel como ferramentas complementares para auxiliar na interpretacdo dos
resultados. (OLIVEIRA, et al., 2010; PERES-FILHO, et al., 2011; TITA, et al., 2011;
VIANA, et al., 2008).

Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade do citrato de
DEC em misturas binarias (MB) 1:1 (p/p) com alguns excipientes farmacéuticos

comumente utilizados no desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas.
2 EXPERIMENTAL
2.1 Material

O citrato de DEC foi sintetizao e doado pela Nortec Quimica®, lote 010276. Para o
preparo das MB, foram utilizados os seguintes excipientes: celulose microcristalina, talco,
polivinilpirrolidona (PVP) K-30, croscarmelose sédica, Starch® (amido pré-gelatinizado),
Starlac® (85% lactose monoidatada + 15% amido — composto spraydried) Flowlac®
(lactose monoidratada spraydried), Tabletose® (lactose monoidratada), estearato de
magnésio, polietilenoglicol (PEG) 4000 e Aerosil® (didxido de silicio coloidal).

As misturas binarias 1:1 (p/p) do citrato de DEC com o0s excipientes foram
preparadas utilizando almofariz e pistilo, triturando a mistura durante 3 minutos cada. As

amostras foram armazenadas em fascos ampola.
2.2 Métodos

O fluxograma apresentado na Figura 2 apresenta o protocolo utilizado para a
realizacdo do estudo. Na primeira etapa, foram realizadas analises do citrato de DEC
isoladamente e em MB. Os valores referentes a temperatura inicial de fusdo (T;) foram
adotados como indicadores de interacdo farmaco-excipiente. Posteriormente, apds a
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triagem e selecdo das misturas, foram utilizadas técnicas complementares para auxiliar na
interpretacéo dos resultados do DSC: TG, FT-IR, DRX, estudos de estabilidade seguidos de
quantificacdo por CLAE e avaliacdo da cinética de decomposi¢do ndo-isotérmica do citrato
de DEC isolado e em MB.

Figura 2 - Fluxograma para a realizacéo do estudo de pré-formulagdo do citrato de DEC.
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2.2.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A curvas DSC do citrato de DEC e das MB foram obtidas utilizando Calorimetro
Shimadzu® DSC-60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de
nitrogénio de 50 mL.min™ e razdo de aquecimento de 10°C.min™ na faixa de temperatura
de 25-300°C. As amostras foram colocadas em porta amostra de aluminio hermeticamente
fechadas com massas de 2 mg (+ 0,2) de farmaco e 4 mg (+ 0,2) das MB. As determinacdes
foram realizadas em triplicata. Para as analises do farmaco isolado, foram utilizadas
amostras trituradas com almofariz e pistilo, da mesma forma que as MB. indio e zinco

foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia.

2.2.2 Termogravimetria (TG)
As analises TG foram realizadas por meio de termobalanca Shimadzu®, modelo
TGA Q60, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL.min™", sendo a massa da amostra
de cerca de 5 mg (+ 0,4) de citrato de DEC e das MB, acondicionadas em cadinho de
platina na faixa de temperatura de 25 a 600°C na razdo de aquecimento de 10°C.min™.
Antes dos ensaios, a termobalanca foi vereficada com oxalato de zinco.

Para a determinacdo dos parametros cinéticos, 0 método de Ozawa foi aplicado em
amostras do farmaco isolado e das MB selecionadas, utilizando o software apropriado
instalado no equipamento TA60 Shimadzu®. Os experimentos foram realizados nas
mesmas condi¢cdes e equipamento para as analises do TG supracitadas, nas razfes de
aquecimanto de 5, 10 e 15°C min™ (ARAUJO, et al., 2005; CIDES, et al., 2006; SALVI0O-
NETO, MATOS, 2011; SANTOS, et al., 2004).

2.2.3 Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e Difracdo de Raios-

X (DRX)
Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando o equipamento
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com
cristal de seleneto de zinco. As amostras foram transferidas diretamente para o

compartimento do dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 16 varreduras.
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As micrografias foram obtidas de 4000 a 650 cm™ na resoluco de 4 cm™.

O difratograma do farmaco e das MB foi obtido no difratdmetro SIEMENS® (X-Ray
Diffractometer, D-5000), equipado com &nodo de cobre. As amostras foram analisadas no
intervalo de angulo 20 de 2-60 a uma velocidade de digitalizagdo de 0,02° 26/s. As
amostras foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material do p6

sem solvente.

2.2.4 Estudos de Estabilidade

Para o0s estudos de estabilidade, uma fracdo das MB selecionadas foram
armazenadas em frascos ampola por 12 meses em condicOes de estabilidade de longa
duracdo (temperatura e umidade) em camara de estabilidade Nova Etica® e, em paralelo, a
outra fracdo foi submetida a camara de fotoestabilidade em placas contendo uma camada
fina das MB, em camara Nova Etica® (Model C242) que consiste em uma associacéo de
lampadas branca e UV, como emissdo de 30.000 lux e 13,33 W/m? por hora durante 12
dias. Apos os testes, as amostras foram analisadas por CLAE.

As solucdes foram preparadas de forma que a concentracao final de citrato de DEC
fosse de 60 pg.mL™, utilizando &gua ultrapura como diluente. As condicdes
cromatograficas utilizadas foram: volume de injecdo de 10 uL, fase movel constituida de
solucdo de fosfato de potéssio dibasico (10 g/L) acidificada com &cido fosforico (pH 3) e
acetonitrila na proporcdo 90:10; fluxo de 0,8 mL/min, coluna C8 (250 x 4,6 mm, com

tamanho de particula de 5 um) a 30°C.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Comportamento Térmico da DEC
A curva DSC (Figura 3) apresentou dois eventos endotérmicos, sendo o primeiro
relacionado a fusdo na faixa de temperatura de 137,9°C - 144,3°C (ponto médio = 140,5°C;

A =-122,41 JIg™) e o segundo esta relacionado com a decomposicao térmica com inicio de
decomposicdo em 159°C (ponto médio = 184°C; A = -1,70 KJ/g™).
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A andlise termogravimétrica (Figura 3) revelou a faixa de temperatura para a
degradacdo do farmaco, apresentando um perfil principal na faixa de temperatura de
173,33-194,34°C, confirmado através da primeira derivada do TG (DTG), a qual apresenta

apenas um pico, e uma perda de massa de 94,27%.

Figura 3 - Curvas de DSC e TG/DTG do citrato de DEC.
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3.2 Misturas Binarias

Com relagdo as misturas binarias, em todos os excipientes houve diminuicdo
significativa da entalpia envolvida no processo, quando comparado a entalpia de fusdo do
citrato de DEC isolado.

Dos 11 excipientes analisados, 6 apresentaram temperaturas de inicio de fusdo em
137,9 + 2°C: talco, celulose microcristalina, croscarmelose, Starch®, Aerosil® e PEG; e 4
apresentaram uma diminuicdo, sendo a mais baixa a da Tabletose®, que apresentou o inicio
do processo de fusdo em 130,8°C.

Nota-se que todos 0s excipientes que apresentam em sua composicdo lactose,
sofreram uma alteracdo maior quanto a mudanca da temperatura de inicio de fusdo, o que €
um indicio de que haja interacdo entre os componentes da mistura, principalmente ligaces

de hidrogénio.

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



83

Além dos excipientes que continham lactose, o PVP diminuiu o ponto de fuséo do
citrato de DEC para 133,1°C.

Na mistura DEC/EMg, o evento relacionado a fusdo do citrato de DEC foi omitido.
A curva DSC do EMg isolado apresenta alguns eventos sucessivos de perda de agua
adsorvida e estrutural (aproximandamente 4,5%), na faixa de 60 a 100°C, e sua fuséo inicia
préxima a faixa de 110°C, seguida de um pequeno evento endotérmico que é explicado pela
presenca de uma pequena quantidade de palmitato de magnésio na amostra (BRUNI, et al.,
2010). Dessa forma, o desaparecimento do pico de fusdo do citrato de DEC poderia
explicado por dois mecanismos: pela possivel solubilizacdo do citrato de DEC no estearato
(BRUNI, et al., 2010; REZENDE, SANTORO, MATOS, 2008; TITA, et al., 2011) ou
solubilizacdo na &gua de desidratacdo emergida do estearato na faixa de 60 a 100°C, uma
vez que o citrato de DEC apresenta uma altissima solubilidade em agua (TITA, et al.,

2011).

Tabela 1 - Temperatura inicial (T;), temperatura do pico (Tyico) € temperatura final (Ts) do

evento de fusdo e variagdo da entalpia (AH) do citrato de DEC e das MB.

Ti(°C) Tuic(°C) T:(°C) AH

DEC 137,9 1405 1441 -190,20
DEC/PVP 1331 1383 1414 -62,83
DEC /Talco 137,4 1398 1429 -67,71
DEC /Celulose Microcristalina 137,0 140,0 143,2 -69,31
DEC /Starch® 137,8  140,1  143,0 -55,85
DEC /Tabletose® “130,8 1354 1411 -91,60
DEC /Croscarmelose sodica 138,4 138,4 1415 -59,68
DEC /Flowlac® 1333 1380  142,8 -58,86
DEC /Starlac® 1314 1359 1411 -98,46
DEC /PEG 136,5 1396  142,6 -92,57
DEC /Aerosil® 1353  139,3 1423 -82,10
DEC /EMg "-- - - -

" Néo foi possivel visualisar o evento de fusdo do citrato de DEC.
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™" Misturas binérias que apresentaram mudanca quanto a temperatura inicial de fusdo (T;).

Com os resultados obtidos pelo DSC, optou-se pela selecdo das MB com trés
excipientes para a analise mais aprofundada: a Tabletose®, representando 0s excipientes

que continham lactose em sua composic¢éo; o PVP e 0 EMg.
3.3 Termogravimetria (TG)

Os resultados obtidos a partir das curvas TG/DTG estdo expressos na Tabela 2. Na
curva de TG da mistura DEC/Tabletose® (Figura 4) observou-se um leve retardo do inicio
da degradacdo do citrato de DEC. No DTG, o evento de degradacdo da amostra evidencia
um alargamento bastante pronunciado que pode ser explicado pela sobreposicdo de trés
eventos presentes nas curvas de TG/DTG das substancias isoladas: degradacdo do citrato de

DEC, transicéo cristalina da lactose seguida de fusdo.

Tabela 2 - Temperatura inicial de degradacao (T;) das curvas de TG e pico do DTG da DEC

e das MB.

Amostra T (C) TG Tpico DTG
DEC 169,0 181,0
DEC/ Tabletose® 189,5 207,3
DEC/PVP 162,5 179,4
DEC /EMG 189,0 239,0
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Figura 4 - Curvas TG/DTG da DEC, da MB com DEC/Tabletose® e da Tabletose®.
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Na curva TG da MB DEC/PVP (Figura 5) O inicio da degradacao do citrato de DEC
foi antecipado para 162,0°C, e este. O evento principal dadegradacdo do citrato de DEC na
mistura ndo se apresenta como evento de fase Unica, como no farmaco isolado, além de o
evento relaionado a degradacdo do PVP na mistura permanecer inalterado. A perda dessa
caracteristica evidencia uma interacdo sentre o farmaco e o excipiente, que pode ter sido
ocasionada pelo processo de trituracdo que a amostra sofreu, concedida pelas caracteristicas
agregantes do PVP (ARAUJO, et al., 2003; CIDES, et al., 2006; PERES-FILHO, et al.,
2011). Com isso podemos sugerir que parte do citrato de DEC pode ter sido disperso no
PVP, sendo degradada lentamente.

Esse fator ndo pode ser necessariamente, considerado uma interacdo que possa
prejudicial ao farmaco, visto que algumas vezes, a dispersdao do farmaco em uma matriz

pode ser de interesse farmacéutico, desde que nenhuma interacdo quimica tenha ocorrido.
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Figura 5 - Curvas TG/DTG da DEC, da MB DEC/PVP e do PVP.

D TGA

TGA

100.00-

50.00-

T

-0.00 ZUﬂ.Dﬂremp K1 0000

A curva TG da mistura DEC/EMg (Figura 6) confirma a teoria da solubiliza¢do do
citrato de DEC no estearato visto que observa-se um alargamento bastante pronunciado do
pico do DTG do evento relacionado a degradacdo na mistura, sendo, portanto,
caracterristico da mistura e ndo apenas uma soma dos eventos das substancias isoladas.
Além disso, observa-se que o evento relacionado a degradacdo do estearato ndo aparece na
curva TG da MB, corroborando com a teoria acima, na qual a degradacdo da mistura
ocorreu quase por completo (82%) no evento de degradacdo principal, tendo um pico mais

pronunciado em 239°C.

Figura 6 - Curvas TG/DTG da DEC, da MB DEC/EMg e do EMg.
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3.4 Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e Difracéo de Raios-X
(DRX)

Os espectros do citrato de DEC e das MB com os excipientes selecionados estéo
representados na Figura 7. Em todos os espectros observa-se apenas sobreposicdo das
bandas caracteristicas do citrato de DEC isoladamente e dos excipientes. No espectro da
MB com o0 EMg, a regido da banda correspondente a ligacdo C-N do grupamento amida da
DEC (1418 cm™) encontra-se alargada, em relacdo ao espectro do citrato de DEC isolado,
devido a presenca de grupamentos do estearato, na mesma regido. O mesmo ocorre com a
regido da banda referente a deformacdo axial da carbonila (1676 - 1500 cm™) que sofre
sobreposicdo de bandas referentes ao grupo carbonila do estearato (1615 - 1540 cm™)
(PHAECHAMUD, CHAROENTEERABOON, MAHADLEK, 2009).

Figura 7 - Espectro do citrato de DEC, EMg, mistura binaria DEC/EMg, PVP, mistura

binaria DEC/PVP, Tabletose® e mistura binaria DEC/Tabletose®, respectivamente
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No espectro de infravermelho das misturas binarias DEC/PVP e DEC/Tabletose®, as
principais bandas referentes ao citrato de DEC apresentaram-se idénticas as do espectro do
farmaco isolado, sendo algumas delas sobrepostas por bandas referentes aos excipientes,
porém a simples sobreposi¢cdo ndo pode ser considerada uma incompatibilidade.

Em todos os difratogramas (Figura 8) das MB observa-se a presenca do pico
principal caracteristico do citrato de DEC em 6,5°, bem como dois picos secundarios em
12,8°% 15,5°, comprovando que a presenca dos excipientes ndo alterou a cristalinidade do

farmaco, mesmo com excipientes de carater amorfo, como o PVP.

Figura 8 - Difratogramas do citrato de DEC, do PVP, da mistura binaria DEC/PVP, da
Tabletose®, da mistura binaria DEC/Tabletose®, do EMg e da mistura binaria DEC/EMg,

respectivamente.
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3.5 Cinética de degradacéo

Os parametros cinéticos, Energia de ativacdo (Ea), fator de frequéncia (A) e a ordem
da reagéo (n) podem fornecer informacdes sobre o mecanismo e a razdo de decomposicao
da reacédo, condicOes de armazenamento, especialmente, prazo de validade (SOVIZI, 2010;
TITA, et al., 2010; TITA, et al., 2008).

O método ndo-isotérmico estabelecido por Ozawa é um método para determinar o0s
parametros de Arrhenius em condigdes dindmicas de razdo de aquecimento. A Ea pode ser
determinada a partir de um gréfico do logaritmo da razdo de aquecimento em funcdo do
inverso da temperatura, 1/T, desde que f(a) (fragdo descomposta de um s6lido em fungdo da
temperatura) seja previamente conhecida (ARAUJO, et al., 2005; CIDES, et al., 2006;
FELIX, et al., 2009; SALVIO-NETO, MATOS, 2011; SANTOS, et al., 2004; TITA, et al.,
2010).

O grafico que representa as curvas TG do citrato de DEC isolado em diferentes
razdes de aquecimento em conjunto com o grafico de Ozawa (In da razéo de aquecimento
em funcdo de 1/T) esta representado na Figura 9, o qual demonstrou uma correlacdo
evidente entre as 3 razOes de aquecimento. A Ea calculada pelo método de Ozawa
apresentou um valor de 107.62 KJ/mo™, fator de freqiiéncia (A) de 1.495 x 10 min™

ordem de reacao de n=1.

Figura 9 - Curvas TG da DEC obtidas a partir de razdes de aquecimento crescentes (5, 10

e15°C/min) e associacdo com o grafico de Ozawa.
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A Ea também foi calculada pelo método de Ozawa, para 0 mesmo evento de
degradacdo do citrato de DEC, nas MB selecionadas. Os resultados obtidos estéo

representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Energia de ativacdo (Ea), fator de freqtiéncia (A) da MB obtidos por cinética

ndo-isotérmica (método de Ozawa).

Amostra Energia de Ativacdo (E,) Fator de Frequencia (A)

DEC 107,62 KJ/mol 1,495 x 10" min™
DEC/Tabletose® 107,04 KJ/mol 6,217 x 10" min™
DEC/PVP 65,06 KJ/mol 8,761 x 10" min™
DEC/EMg 86,98 KJ/mol 5,096 x 10° min™

A energia de ativacdo da mistura binria DEC/ Tabletose® apresentou decaimento
de menos de 1% em relacdo a DEC isolada. As MB com PVP e EMg diminuiram
consideravelmente a energia de ativagdo corroborando com os resultados da analise

térmica, 0s quais evidenciaram sinais de interacao.
3.6 Estudos de Estabilidade

Os resultados da quantificacdo do citrato de DEC ap0s estudos estabilidade estédo

representado na Tabela 4.

Tabela 4 - Doseamento do citrato de DEC em MB com excipientes ap0s estudos de
Fotoestabilidade (F) e Estabildiade de Longa Duracao (ELG).

Amostra DECk (%) DECeLp (%)
DEC/EMg 100,05 98,85
DEC/PVP 95,23 83,78
DEC/Tabletose® 99,04 93,68

*F = Fotoestabildiade; ELD = Estabilidade de Longa Duracédo
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A MB com EMg apresentou valor dentro do esperado, adotando-se o valor de referéncia
100% =+ 5. Em contrapartida, a MB com PVP e com Tabletose®, apresentaram valores
abaixo do esperado, sendo essa diminuicdo mais pronunciada com o PVP. O decaimento
do citrato DEC na presenca da Tabletose® pode ser explicado pelo desencadeamento da
reacdo de Maillard promovido pelo contato continuo da DEC com o excipiente, na qual as
hidroxilas da lactose reagem com grupamentos amina da DEC (BERTOL et al., 2010;
PERES-FILHO et al., 2011; SOARES-SOBRINHO, 2010).

J& o decaimento da DEC na presenca do PVP provavelmente se deu pela presenca
de impurezas de peréxido de hidrogénio no excipiente, ja relatada na literatura
(BAERTSCH, 2005; HARTANUE et al., 2000; WATERMAN, ADAM, HONG, 2003).

Em alguns compéndios oficiais (Farmacopéia Britanica, 2009) ja é comprovada a
instabilidade da DEC na presenca de peroxido de hidrogénio, relatando inclusive a presenca
de produtos de degradacdo oriundos dessa reacdo, o que também foi detectado por estudos
prévios do nosso grupo. Dessa forma, o citrato de DEC em contato com o PVP durante 12
meses pode ter sido degradado pelas impurezas contidas na matéria-prima.

Esses resultados ressaltam a importancia de metodologias analiticas adequadas para
a quantificacdo do farmaco bem como produtos oriundos da sua degradacdo visto que a
simples presenca de um excipiente podera ocasionar a degradacdo do farmaco e

conseqlentemente, perda de sua seguranca e eficacia.
4 CONCLUSAO

O estudo de estabilidade e compatibilidade do citrato de DEC com diferentes
excipientes foi realizado, primeiramente através de DSC, e em uma segunda etapa, apos
selecdo dos excipientes, por técnicas complementares: TG/DTG, FT-IR, DRX, estudos de
estabilidade com as MB selecionadas seguido de quantificacdo por CLAE-DAD.

Apesar de a analise térmica ser uma técnica eficiente em estudos de compatibilidade
farmaco-excipiente, a técnica de DSC oferece vantagens significativas, por isso €

considerada uma ferramenta rapida durante o processo de pré-formulacéo.
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Das misturas analisadas por DSC, apenas alguns excipientes indicaram a existéncia
de alguma possivel interagdo. Dessa forma, para as outras anélises foram selecionadas as
MB com Tabletose®, representando 0s excipientes que continham lactose (Flowlac®,
Starlac®, Tabletose®), o PVP e 0 EMg.

As anélises complementares por FT-IR e DRX ndo apresentaram nenhum indicio de
interacéo entre as MB. As curvas de TG/DTG com a MB DEC/ Tabletose® néo evidenciou
sinais de interacdo, ao contrério das curvas com PVP e EMg, corroborando com 0s
resultados da cinética ndo-isotérmica, na qual as MB com PVP e EMg diminuiram a
energia de ativacdo da reacdo. Os estudos de estabilidade realizados mostraram que o
tempo influencia na estabilidade das MB, principalmente com o PVP que muitas vezes
contem impurezas que degradam o farmaco. Esses excipientes podem ser evitados durante
0 estudo de pré-formulacdo uma vez que foi observada uma interacdo do citrato de DEC

com 0S mesmeos.
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Artigo 4 - ESTUDO DA DEGRADACAO DO ANTIHELMINTICO CITRATO DE
DIETILCARBAMAZINA EM SOLUCAO AQUOSA POR CLAE-DAD E CLAE-MS.

Artigo a ser submetido ao Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis — A2
(Qualis CAPES)

RESUMO

O citrato de dietilcarbamazina (DEC), derivado de piperazina, é o farmaco de escolha para
o0 tratamento da filariose linfatica, amplamente utilizado, porém ndo ha relatos na literatura
a cerca de seus produtos de degradacdo (PD) e mecanismos degradativos, portanto este
trabalho teve como objetivo elucidar a rota degradativa da DEC, para cada condicéo
estudada. Foi utilizado um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) indicativo de estabilidade capaz de quantificar seus PDs, bem como o CLAE
acoplado a espectrometria de massas (MS) para identificacdo dos PDs obtidos. Os
resultados evidenciaram que a DEC degrada sob variacdo de pH, gerando trés PDs por
hidrolise acida, sendo um deles uma impureza de sintese (N-metilpiperazina). Os espectros
de massas referentes aos picos do cromatograma das amostras de hidrolise possiblitaram a
sugestdo de um mecanismo de degradacdo para os outros possiveis PDs. Nas degradacdes
oxidativas, a DEC apresentou dois produtos de degradacdo, mostrando-se bastante sensivel
ao estresse oxidativo. O espectro de massas dos picos referentes aos PDs permitiram a
sugestdo de um mecanismo de degradacdo. As amostras degradadas permitiram o calculo
das cinéticas das reacdes. As hidrolises apresentraram reacdo de primeira ordem,
evidenciando que a hidrolise ndo depende da concentracdo das solucdes hidroliticas; ja a
oxidacao apresentou reacao de segunda ordem, na qual a concentracdo de H,0, é relevante.
Né&o foi possivel calcular a cinética da fotodegradacdo uma vez que a DEC apresentou-se
relativamente estavel. Os comprimidos de DEC submetidos a estudos de estabilidade
acelerada apresentaram 5 PDs: os da hidrélise e os da oxidagdo, evidenciando que a forma
farmacéutica de mercado carece de maior investigacdo quanto a seguranca de uso

continuado do medicamento quando estes PDs sdo encontrados.

Palavras-chave: Produtos de degradacéo; Hidrolise; Oxidacdo; Cinética Quimica.
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ABSTRACT

Diethylcarbamazine citrate (DEC) is the drug of choice for the treatment of lymphatic
flariose. The piperazine derivate is widely used, but there are no reports in the literature
about its degradation products (DP) and degradative mechanisms, so this study aimed to
elucidate the degradative route of DEC for each condition studied. We used an analytical
indicative of stability method by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) able
to quantify their DPs, as well as HPLC coupled to mass spectrometer (MS) to elucidate the
PDs obtained. The results showed that DEC degraded under varying pH, generating 3 DPs
by acid hydrolysis products, one being an impurity of synthesis (N-methylpiperazinyne)
since its concentration increases, while the DEC degrades. The mass spectrum of hydrolysis
peaks in the chromatogram allowed the suggestion of a degradation mechanism for possible
PDs. In the oxidative degradation, DEC presented two degradation products, being very
sensitive to oxidative stress. The mass spectrum of the peaks relating to PDs allowed
suggesting a degradation mechanism. The degraded samples allowed the calculation of the
kinetics of reactions. The hydrolysis presented first order reaction, indicating that
hydrolysis does not dependent on the hydrolytic solutions, whereas the oxidation reaction
showed second order, in which the concentration of H,0, is relevant. It was not possible to
calculate the kinetics of photodegradation since the DEC had been relatively stable. DEC
tablets submitted to accelerated stability studies showed 5 PDs: both of hydrolysis and

oxidation PDs, showing that the form is out of pharmaceutical quality specifications.

Key-words: degradation products; Hydrolysis. Oxidation, Chemistry kinetics

1 INTRODUCAO

O estudo de estabilidade ¢ uma etapa fundamental para garantir a qualidade e
seguranca de um medicamento. A partir desse estudo pode-se obter evidéncias sobre o
comportamento das alteracbes de um medicamento ao longo do tempo, sob a influéncia de
uma variedade de fatores, estabelecendo o prazo de validade, assim como as condicGes de
armazenamento do medicamento (ICH, 2003; SEHAWAT, MAITHANI, SINGH, 2010).
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Espera-se que todos os métodos analiticos aplicados no estudo sejam,
verdadeiramente, indicativos de estabilidade, a fim de detectar e quantificar com precisdo o
farmaco e todas as suas substancias relacionadas. Com isso, as provaveis mudancas que
possam ocorrer durante o processo de formulagdo e producdo, armazenamento e transporte
poderdo ser controladas (BAERTSCHI, 2006; HUYNH-BA, 2009; SEHRAWAT,
MAITHANI, SINGH, 2010).

Conforme descrito pelo ICH, o processo para estabelecer um método indicativo de
estabilidade envolve testes de estresse, que auxiliam na identificagdo dos provaveis
produtos de degradacdo, que por sua vez ajudam a estabelecer as vias de degradacdo, a
estabilidade intrinseca da molécula e a validar o poder indicativo de estabilidade dos
procedimentos analiticos utilizados, assim como para os estudos de pré-formulacdo
(BAERTSCHI, 2006; ICH, 1996).

A dietilcarbamazina (DEC) [N, N-dietil-4-Metilpiperazina-1-carboxamida] € um
derivado da piperazina, sintetizado como um sal de citrato (Farmacopeia Britanica, 2009;
SILVA, et al., 2010; USP, 2011). O citrato de DEC é o principal farmaco utilizado no
programa de combate a filariose linfatica. O objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento
de método indicativo de estabilidade e a realizacdo do estudo da degradacdo da DEC em
solucdo aquosa por CLAE-DAD e CLAE-MS, bem como a aplicagdo do método
desenvolvido para avaliagdo de produtos farmacéuticos submetidos a estudo de estabilidade

acelerado.

2 PARTE EXPERIMAENTAL

2.1 Substancias e Reagentes

A DEC matéria prima foi sintetizada e doada pela Nortec Quimica®, lote 010276. As
substancias relacionadas da DEC: N-metilpiperazina e N,N-dimetilpiperazina, descritas em
compéndios oficias (Farmacopéia britanica, 2009), foram adquiridas da Sigma-Aldrich®,
grau reagente . Os comprimidos de DEC (50 mg / lote 10080735) foram doados pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) brasileiro os quais sdo fabricados por Farmanguinhos®
FIOCRUZ. Os solventes utilizados foram acetonitrila (Carlo Erba®), agua ultra-pura
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(obtida em sistema MILI Q®), acido cloridrico 36,5%, v/v (Dinamica®), hidréxido de sédio
(Vetec®), peréxido de hidrogénio 36,5%, v/v (Dindmica®). Para a preparacdo da fase
mével, foi utilizado fostato de potéssio dibésico (Sinth®) e 4cido fosférico (Dinamica®).

2.2 Estudo de degradacéo em solugdo aquosa

Os estudos de degradacao hidrolitica foram conduzidos com a matéria prima da DEC
(em solugo aquosa a 60 pg.mL™) a temperatura ambiente de 25°C, utilizando solucdes de
HCI 2M, para hidrolise &cida; NaOH 1M, para a basica; solucdo de perdxido de hidrogénio
a 3%, para a oxidativa e 4gua ultra pura em camara de fotoestabilidade Nova Etica®
(modelo C242), que consiste na associagdo de lampadas UV e fluorescente com emisséo de
30.000 lux e 13,33 w/m® por hora, para a fotolitica, & temperatura ambiente. Para
determinacdo do teor de DEC em cada condicdo testada foram retiradas aliquotas das
reacOes em 24, 48, 120 e 168 horas.

2.3 Desenvolvimento do método indicativo de estabilidade e condicdes

cromatogréficas

Inicialmente, as solucBes dos estudos de estresse que apresentaram degradacédo
suficiente (10 a 30% de decaimento do ativo, BAERTCHI, 2006) foram selecionadas e
submetidas individualmente a analise por CLAE-DAD, seguindo os parametros descritos
na monografia especifica do farmaco pela Farmacopéia Americana (USP, 2011) para
andlise de substancias relacionadas, que consiste na utilizacdo de uma coluna C18 (3,9 x
150 mm, 5 um), como fase estacionaria, uma solucdo metanol:solucdo de fosfato de
potassio dibasico em agua (57 mM, pH 3,7), 1:9 (v/v), como fase movel, com fluxo de 0,8
mL.min™. Como a separacdo do farmaco e seus produtos de degradacdo ndo foi seletiva,
portanto, alteracbes em componentes do método como solvente da fase movel, fluxo e
temperatura do forno da coluna foram julgados.

Para quantificacdo da DEC e amostras degradadas, o método analitico utilizado foi
desenvolvido e validado por CLAE — DAD, em equipamento Shimadzu® equipado com um
sistema quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A,
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detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor automatico
modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os dados tratados
através do software Shimadzu® LC solution 1.0, de acordo as seguintes condicdes
cromatogréficas: coluna C8 (250 x 4,6 mm, 5 um) a 30°C e como fase mével uma solugéo
isocratica de acetonitrila : solu¢do de fosfato de potéssio dibasico (20 mM) acidificada com
acido fosforico pH 3, na proporcao 1:9, com fluxo de 0,8 mL/min.

Para elucidacdo das estruturas quimicas dos produtos de degradagdo da DEC foi
utilizado um CLAE-MS da Shimadzu® de marca e modelo semelhante a0 CLAE-DAD,
acoplado a espectrometro de massas com tecnologia lon Trap - Time of Flight (IT-TOF)
Shimadzu®, com scan de 90 a 300 m/z, com condicdes semelhante a0 método por CLAE-
DAD exceto pela composicdo da fase movel em que a solucdo de fosfato de potéssio

dibasico foi substituida por uma solucéo de acido formico em mesmo pH.

2.4 Validagdo do método indicativo de estabilidade

O método foi validado em relacdo aos parametros descritos pela International
Conference on Harmonization (ICH Q2A, 1994, ICH Q2B, 1996). Foi preparada uma
solugcdo de citrato de DEC em agua ultra-pura na concentracdo de 500 pg/mL, com
posteriores diluicdes volumétricas, agua ultrapura como diluente, para constituicdo da curva
com as concentracdes de 30, 50, 60, 70 e 90 pg.mL™. Para célculos dos teores das
impurezas de sintese do citrato de DEC (N-metilpiperazina e N,N-dimetilpiperazina) foram
realizadas curvas analiticas na faixa de 0,9, 1,8; 2,7; 3,6 e 4,5 mg.mL™ para a N-
metilpiperazina e 0,84; 1,68; 2,52; 3,36 e 4,2 mg.mL™ para a N,N-dimetilpiperazina para
verificacdo da linearidade do método para essas duas substancias de forma semelhante ao
citrato de DEC. A andlise estatistica dos ensaios foi realizada com a regresséo linear pelo
método dos minimos quadrados da média de cada um dos trés pontos de concentracdo de
trés curvas auténticas, permitindo o célculo de limite de deteccdo e quantificacdo do citrato
de DEC e substancias relacionadas (ICH Q2B, 1996).

A precisdo foi avaliada em dois niveis (ICH Q2B, 1996): repetitividade, por 6
determinacdes auténticas a 100% da concentracdo do teste, e a precisdo intermediaria foram
realizadas anélises em dois dias diferentes com analistas diferentes.
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A exatidao foi determinada ap6s o estabelecimento da linearidade e do intervalo,
sendo verificada a partir de amostras obtidas com a matéria prima de citrato de DEC nas
concentracdes de 30, 60 e 90 pg.mL™, em triplicata para cada concentracdo, comparando
com o valor obtido pela mesma anélise realizada com o padréo.

A seletividade do método foi avaliada através do fator de resolugdo e tempo de
retencdo relativo existente na constru¢do da curva de linearidade com as substancias
relacionadas N-metilpiperazina e N,N-dimetilpiperazina. Além disso, a seletividade foi
estabelecida através da determinacdo de pureza de cada pico do citrato de DEC nas
amostras submetidas ao estudo de estresse utilizando o detector de DAD.

A robustez do método foi avaliada analisando a variacdo do fabricante do fosfato de
potéssio dibasico (componente da fase mével), avaliando as marcas Carlo Erba® e Sinth® a
temperatura do forno da coluna cromatografica (29, 30 e 31°C), o fluxo da fase mével
(0,75; 0,80 e 0,85 mL.min™) e a estabilidade da soluc&o amostra em 24h & 2-8°C.

2.5 Cinéticas de degradacao

A ordem de reacdo para as cinéticas de hidrolise da DEC foram determinadas
representando o percentual de farmaco residual em funcdo do tempo (ordem zero), do
logaritmo neperiano do percentual de farmaco em funcdo do tempo (primeira ordem) e
inverso do percentual de farmaco em funcdo do tempo (segunda ordem). Os coeficientes de
regressao linear foram obtidos, sendo o coeficiente mais préximo da unidade indicador da
ordem das degradacdes do citrato de DEC (SINKO, 2008).

O modelo cinético pode ser representado pelas seguintes equacdes:

C=Co-kit t90% = (0,1 x Co) / k (Ordem zero)
InC=1InCo -kt t90% = 0,16 / k (Primeira ordem)
1/C=1/Co +kt t90% =1/ (9k x Co) (Segunda ordem)

Onde Co é a concentracdo dos reagentes no tempo zero, C é a concentracdo apos

reacdo ntempo t e k, a constante de reacdo (SINKO, 2008).
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2.6 Avaliagdo do teor de produtos de degradacdo em forma farmacéutica
solida

A fim de cumprir o que estabelece o ICH, foi analisado o teor dos produtos de
degradacéo, os quais foram detectados em um lote de producéo industrial representativo em
forma farmacéutica comprimido de citrato de DEC de 50mg (lote n°® 10080735 fabricado
por Farmanguinhos® FIOCRUZ) apés estudo de estabilidade acelerada (45°C + 2°C / 75%
UR + 5%, por 3 meses), a fim de avaliar a necessidade de notifica-los (0,05% a 0,2%) ou
identifica-los e qualifica-los (maior que 0,2%) devido a dose diaria de 420 mg (para
pacientes microfilarémicos) ou 840 mg (para pacientes com vermes adultos) (ICH Q3B).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Desenvolvimento do método analitico

Inicialmente na tentativa de avaliar as amostras degradadas de citrato de DEC, foi
utilizada a metodologia descrita nos compéndios oficias que descreve a utilizagdo de coluna
octadecilsilano (C18). Porém, a reproducdo do método ndo foi possivel, o qual apresentou
um perfil cromatogréfico diferente do descrito pelos compéndios oficiais (Figura 1) em que

o tempo de retencdo da DEC base seria em aproximadamente 7 min.

Figura 1 - Cromatograma do citrato de DEC obtido com método descrito em

compéndios oficiais.
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Na tentativa de manter os constituintes basicos do método (fase estacionaria e fase
mobvel) pequenas alteragcbes foram realizadas. Inicialmente o fluxo da fase mdvel foi
reduzido na tentativa de proporcionar um retardo na eluicdo da DEC, possibilitando assim a
separagdo do farmaco e suas substancias relacionadas. Foram testados os fluxos de 0,4, 0,6
e 0,8 mL/min, em triplicata, obtendo os tempos de retengédo de 2,8 min (com fluxo de 0,4
mLmin™), 2,2 min (com fluxo de 0,6 mLmin™) e 0,8 min (com fluxo de 0,8 mLmin™).

A partir dessas andlises foram testadas todas as amostras degradadas, em que
nenhuma diferenca foi notada nos cromatogramas apenas um decaimento do teor da DEC,
demonstrando, portanto que o método ndo foi capaz de detectar seus produtos de
degradacéo.

A pouca seletividade do método deve-se a fase estacionaria uma coluna Cig com a
qual a DEC nédo possui nenhuma afinidade quimica. Dessa forma, era de se esperar que a
DEC, ao ser eluida pela fase movel descrita, ndo apresentasse nenhuma afinidade pela
coluna, e, portanto, ndo houve separacdo da DEC e seus produtos de degradacdo com a
reproducdo desse método.

Com esse resultado, viu-se a necessidade de substituir a fase estacionaria do método
por outra que apresentasse afinidade pelas substancias a serem analisadas. Optou-se por
uma coluna octasilano (C8), de especificacdes diferentes, isto €, 250 x 4,6 mm e 5um de
tamanho de particula. Além da substituicdo do solvente organico utilizado (metanol) por
acetonitrila devido a menor absortividade da acetonitrila no ultravioneta 190 nm em

comparacdo ao metanol (210 nm).

3.2 Validacdo do método indicativo de estabilidade

A linearidade da curva analitica na faixa de 30 a 90 pgmL™ foi obtida (r = 0,9996),
visto que segundo o ICH (ICH Q2B, 1996), o coeficiente de correlagdo linear deve ser igual
ou superior a 0,99, sendo assim, o valor de r obtido na andlise da DEC pelo método
desenvolvido obedece aos limites estabelecidos.

Para os célculos dos teores das impurezas de sintese da DEC, foram calculadas curvas
da N-metilpiperazina e N,N-dimetilpiperazina, obtendo-se coeficiente de correlagéo linear
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de 0,9641 e 0, 9904, respectivamente, demonstrando a que o0 método também ¢é linear para a
N,N-dimetilpiperazina, sendo a N-metilpiperazina um pouco inferior ao preconizado pelos
compéndios oficiais, por ndo possuir uma retencdo adequada pela fase estacionéria, eluindo
logo ap6s o volume morto da coluna.

A partir da média dos desvios padrdo das curvas obtidas foi possivel calcular os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para cada substancia: DEC (1), N-

metilpiperazina (2) e N,N-dimetilpiperazina (3), que estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Limites de detecgéo e quantificacdo da dietilcarbamazina (DEC), da N-

metilpiperazina e N,N-dimetilpiperazina.

Analito Curva LQ LD
1 4rea = 19932,1808 x conc. — 17444,5689  0,5184 pg.mL™  0,1555 ug.mL™
2 area = 8238,33 x conc. — 8880,83 1,798 pg.mL™  0,8397 pg.mL™
3 &rea = 78007,73 x conc. — 122459,33 00,3429 pg.mL™*  0,1028 ug.mL™*

O cromatograma da DEC matéria prima, obtido a partir das condi¢des de andlise da
DEC e suas substancias relacionadas, esta representado na Figura 2. O cromatograma tipico
demonstra as duas impurezas de sintese, o citrato e a DEC, com 0s seguintes tempos de
retencdo: N-metilpiperazina (TRy = 3,44), citrato (TR, = 4,10), N,N-dimetilpiperazina (TR
=4,98)ea DEC (TR4=9,1).

Figura 2 - Cromatograma representativo da DEC matéria prima.
70000 -
60000
50000 - -4

40000

20000 3
R L
0 s

-10000

Intensidade (mAU)

T ;] T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Tempo (min)

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



107

*Legenda: 1: N-metilpiperazina; 2: citrato; 3: N,N-dimetilpiperazina e 4: dietilcarbamazina
(DEC).

O tempo de retencdo da DEC (9,1 min * 0,8) encontrado no presente trabalho com
método CLAE-DAD, modo isocrético, foi maior em relacdo ao tempo citado na literatura
(MATHEW, KALYANASUNDARAM, 2001), devido principalmente a mudancga no fluxo
da fase movel e temperatura do forno da coluna, possibilitando uma separacdo mais lenta e
eficaz da DEC e suas substancias relacionadas.

Os resultados referentes a avaliacdo da precisdo inter e intra-ensaio para a DEC,
foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) two-way em que 0
Fealculado para dias foi 1,38 e para analistas 0,09, ambos inferior ao Feitico de 10,61 sendo o
método considerado preciso neste parametro.

Os resultados referentes a avaliagdo da repetitividade ndo excederam um RSD de 5%,
assim, os valores encontrados atendem aos limites estabelecidos (ICH Q2B, 1996).

Os resultados referentes a avaliagdo da exatiddo do método estdo apresentados
na Tabela 5, em que o teste estatistico empregado na avaliacdo foi o t de Student,
encontrando um teaiculado de 0,0041; 0,3322 e 0,0053 para os valores de concentracdo baixa
(30 pgmL™), média (60 ugmL™) e alta (90 pgmL™), respectivamente, todos abaixo do tiico
de 2,9199 (ICH Q2B, 1996), sendo 0 método considerado exato.

Especificidade do método foi avaliada pela capacidade do método detectar e
quantificar as amostras com degradacdo suficiente da DEC matéria prima, cujos
cromatogramas estdo de cada degradacédo serdo discutidos individualmente. Com relacdo a
seletividade do método desenvolvido, ndo foram observados interferentes em nenhuma das
amostras analisadas (Tabela 2) de acordo com o célculo de pureza do pico cromatografico.

Os parametros cromatograficos para o método validado foram checados para
confirmar que o sistema estava trabalhando corretamente durante as analises, obtendo-se
para a DEC os valores médios de: tempo de retencdo (9,13 + 0,52), resolucdo (21,34 +
2,33), assimetria (1,33 £ 0,29) e numero de pratos tedricos (558719,54 + 18956,78).
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Tabela 2 - Avaliagdo da pureza do pico da DEC nas diferentes condicoes.

Threshould Index

Hidrdlise basica (NaOH a 1 M) 0,9881 + 0,0167 1.0000
Hidrolise acida (HCl a 2 M) 0,9969 + 0,0014 1.0000
Oxidagao (H,0; a 3%) 0,9988 + 0,0011 1.0000
Fotodegradacao em solucao 0,9988 £ 0,0023 1.0000
Termodegradagédo em solugéo 0,9985 + 0,0234 1.0000

Apos verificacdo dos parametros cromatograficos, a robustez foi verificada com a
variacao para a temperatura do forno, os quais foram tratados estatisticamente por ANOVA
fator anico, os resultados estatisticos demonstraram com 95% de confianca que o F
calculado de 0,043 foi inferior ao F tabelado de 3,682. Sendo para esta deliberada e
pequena variacdo, este considerado robusto. Outra variacdo proposta foi a avaliacdo de
diferentes fabricantes do sal fosfato utilizado na preparacdo da fase mével do método. Os
resultados demonstraram com 95% de confianca, por teste “t Student”, o t calculado foi
0,987, menor que o t tabelado de 2,228, portanto 0 método foi considerado robusto para
estes dois diferentes fabricantes.

O fluxo de deslocamento da fase movel também foi avaliado, considerando uma
variacdo dentro do aceitavel durante a qualificacdo do equipamento. A variagdo proposta
foi de + 0,05 mLmin™. O tratamento estatistico demonstrou, com 95% de confianca, que o
F calculado 1,765 foi menor que o F tabelado de 3,682, o que possibilitou a conclusédo que
este foi robusto também para variacdo de fluxo proposta.

Por fim, a estabilidade das amostras foi verificada, em 24 horas (teste “t Student™)

apresentando um t cajcutado de 1,080 € 0 t apelado de 2,446, com 95% de confianca.

3.3 Avaliacdo do teor de produtos de degradacéao
Para avaliar os produtos de degradacdo, as amostras obtidas atraves dos testes de
estresse foram quantificadas por um método preciso, simples e seletivo para quantificacdo

da DEC e seus produtos de degradacao conforme método descrito anteriormente.
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Para proposi¢do das rotas degradativa, a fragmentacdo do inon da DEC base foi
realizada, demostrando que a amida central da molécula é seu maior ponto de tenséo

intramolecular, conforme descrito na Figura 3.

Figura 3 - Espetros de massas da fragmanetacéo da DEC base livre.
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As amostras obtidas foram avaliadas por CLAE-MS, que possibilitou identificar a
relacdo massa/carga (m/ z) dos produtos de degradacdo e impurezas de sintese do citrato de
DEC. O cromatograma (figura 2) demonstra as duas impurezas de sintese, o citrato e a
DEC, com os seguintes tempos de retencdo: N-metilpiperazina (TR, = 3,44), citrato (TR, =
4,10), N,N-dimetilpiperazina (TR3 = 4,98) e a DEC (TR4 = 9,1), confirmados pelos
espectros de MS ilustrados na figura 4.
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Figura 4 — Espectros de massa dos respectivos picos do cromatograma.
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*Legenda: 1: N-metilpiperazina; 2: citrato; 3: N,N-dimetilpiperazina e 4:

dietilcarbamazina (DEC).

3.3.1 Hidrolise da DEC

As amostras submetidas a hidrolise neutra ndo apresentaram degradacdo apds o
periodo maximo de analise em 30 dias (a 25°C), evidenciando a estabilidade da DEC base
livre em solucdo aquosa. Portanto, para hidrélise neutra foram realizadas novas analises
com adicdo de temperatura a reacao para que o fornecimento de calor atingisse a energia de
ativacdo necessaria para hidrélise da DEC em pH neutro, ja que em condi¢Ges mais amenas
a reacdo ndo ocorreu. DEC base livre demonstrou-se mais estavel a degradacdo acida
(2M), visto a necesidade de realizarmos os estudos degradativos com o dobro da
concentracdo da solucdo degradativa utilizada na degradacéo alcalina (1M).

As amostras submetidas a hidrélise evidenciaram o aparecimento do mesmo produto
de degradacdo obtido na fragmentacédo da DEC (PDH-1, 1-metilpiperazina), bem como de
mais dois produtos de degradagdo minoritarios em 7,2 (PDH-2) e 8,7 (PDH-3) bitidos na
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hidrélise acida. O cromatograma obtido a partir das analises de citrato de DEC sob

hidrélise acida e os espectros de massa referentes aos PD estdo descritos na Figura 5.

Figura 5 - Cromatograma sob hidrolise acida; MS da DEC sob hidrélise &cida, e seus
provaveis produtos de degradacao (PDs) (a), (b) e (c).
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A rota degradativa da DEC base livre por hidrélise poderia ocorrer por dois diferentes
mecanismos: com a hidrolise do grupamento amida central ou da amina terciaria da cadeia
lateral (SOLOMOS, 2009). O espectro de massas do cromatograma da amostra de hidrolise
acida evidenciou que os dois produtos obtidos a partir da reacdo sofrem uma segunda
reacao, a qual produz o PDH-3, segundo o mecanismo da Figura 6.

Figura 6 — Reacédo dos produtos de hidrolise da DEC base livre gerando um novo
produto.

~

As amostras de DEC submetidas a hidrolise acida (HCI 2M), basica (NaOH 1M) e
neutra (H,O a 50°C) reagiram por tempo total de 7 dias, apresentando decaimento
caracteristico do teor da DEC, o que possibilitou os célculos cinéticos para reacdo de
hidrolise. Os parametros cinéticos obtidos demonstraram que a decomposicao hidrolitica da
DEC em condicGes &cida, basica e neutra, segue uma reacdo de primeira ordem, calculados
de acordo com a seguinte equacdo: In C = In Co — k.t, onde Co é a concentracao inicial, C a
concentracdo remanescente, k a constante de velocidade (s*) e t é o tempo (s), com as

respectivas equacdes descritas na tabela 3.
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Tabela 3 — Equacdes calculadas, a partir da reacdo de primeira ordem, das hidrolises

da DEC, e seus respectivos coeficientes de determinacdo linear.

Hidrélise Equacéo R’
Acida (HCI 2M a 25°C) Y =4,664 - 0,00157 . x 0,9982
Basica (NaOH 1M a 25°C) Y =4,5471—272828.10%. x  0,9872
Neutra (H,O a 50°C) Y =45920-23367.10%.x 0,976

O gréfico obtido das cinéticas de degradacdo da DEC foi calculado a partir do
logaritmo neperiano do percentual de farmaco em funcdo do tempo, para as trés condicbes
hidroliticas, evidenciando um comportamento de reacdo de primeira ordem, no qual a
hidrolise da DEC base livre dependeria apenas da concentracdo de citrato de DEC no meio.
Porém, essa conclusdo pode ser justificada pela grande concentracdo de agua no meio.
Dessa forma, os termos da equacédo tendem ao infinito, podendo ser uma reagéo de pseudo-
primeira ordem, j& que foi observado que a reacdo independe do pH, ou seja, da
concentracdo das solucdes hidroliticas, confirmando que a reacdo ocorre devido ao ataque
nucleofilico da agua, sendo a diminuicdo do pH apenas um catalizador, aumentando ou
diminuindo a velocidade da reacédo de hidrolise.

As constantes de velocidade das reacGes de hidrolise sdo semelhantes ao coeficiente
angular das retas obtidas, tomadas com o sinal oposto. Sua andlise revelou que, nestas
condicBes experimentais o valor da taxa constante de decomposicdo hidrolitica do DEC
base livre em condicBes &cida, bésica e neutra, sdo, respectivamente, k = 0,00157 horas™,
2,2828.10 horas™, 2,3367.10™ horas™.

3.4 Oxidacédo em solucéo

A DEC base livre apresenta uma estrutura quimica bastante susceptivel a oxidacéo,
pela presenca de duas aminas terciacias e uma amida. As aminas terciarias sdo oxidadas
facilmente por peroxido de hidrogénio (H,0,) aos seus respectivos N-Oxidos
(BAERTSCHI, 2005).
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A analise dos cromatogramas das amostras de citrato de DEC, oxidadas por 7 dias,

permitiu a detecgé@o de dois produtos da degradacgéo oxidativa (PDO - 1) e (PDO - 2) com

tempo de retencdo de 5,9 min e 9,0 min, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Cromatograma de uma amostra de citrato de DEC oxidada por 7 dias.
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*Legenda: (a): PDO-1 DEC base livre por oxidacdo no tempo de retencédo de 5,9

minutos; (b): PDO-2 da DEC base livre por oxidacdo no tempo de retencéo de 9,0 minutos.

Nos cromatogramas das amostras de citrato de DEC, oxidadas por 7 dias, ha o

aparecimento de um pico muito intenso correspondente ao peroxido de hidrogénio, agente

oxidante do estudo, em aproximadamente 4 min.

O espectro de massas e 0s cromatogramas das amostras degradadas por oxidacdo

(Figura 7) revelaram as massas dos produtos oriundos da degradacgdo oxidativa, e assim,
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pdde-se sugerir a estrutura quimica de dois possiveis produtos, bem como, sugerir um
mecanismo de degradacéo.

A degradacdo de farmacos por oxidacdo é tipicamente autoxidativa, ou seja, €
iniciada pela formacéo de radial livre, a qual é etapa fundamental, seguida de uma etapa de
propagacdo, também chamada de reacdo em cadeia (MATTOS, et al., 2003; MELO, et al.,
2009).

Os produtos da degradacdo oxidativa da DEC base livre ocorreram, possivelmente,
por dois mecanismos: autoxidacdo, envolvendo a formacdo de radical livre; e através da
reacdo com peréxido de hidrogénio, envolvendo um ataque eletrofilico nos nitrogénios da

molécula, sem a formacao de radicais livres, conforme figuras 8 e 9.

Figura 8 - Mecanismo de oxidacdo da DEC base livre por ataque eletrofilico.
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A reacdo de autoxidacdo de aminas é, provavelmente, o principal mecanismo de
oxidagdo. A remocdo de hidrogénio do carbono a da piperazina é provavelmente o mais
importante mecanismo da iniciagdo de oxidacdo. O radical livre resultante (Re) ¢ muito
susceptivel ao ataque do oxigénio atmosférico e forma um radical livre peroxido (ROO¥)
bastante instavel. A formacdo desse radical € possivel, pois o par de elétrons livre do
nitrogénio estabiliza o orbital semi-preenchido do radical formado. Dessa forma, aminas
terciarias sdo bastante suscetiveis a oxidacdo, o que foi comprovado através dos resultados
(BAERTSCHI, 2005; DALMAZIO, 2007).

Por esse motivo, N-6xidos estdo sempre presentes como impurezas de co-oxidacao de
aminas terciarias, devido ao acimulo de perdxido de hidrogénio durante a reacdo de
autoxidagcdo. Oxidacdo de aminas com peroxido de hidrogénio ocorre por ataque
eletrofilico, ndo envolvendo a formacio de radicais (BAERTSCHI, 2005; DALMAZIO,
2007).

Através da relacdo massa carga dos espectros de massas das amostras degradadas, e
com base nos mecanismos de oxidacdo supracitados, foram propostos 0s 4 possiveis

produtos de degradacdo oxidativa da DEC, conforme figura 10.

Figura 10 — Provaveis produtos de degradacao da DEC base livre por oxidagéo.
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A reagdo de oxidagdo apresenta uma etapa limitante, que é a geracdo de um radical

livre, o qual desencadeia as reacdes posteriores, como comentados anteriormente. Dessa
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forma, a maior parte das reagdes de oxidagdo segue uma cinética de segunda ordem, ou
seja, dependem da concentracdo do farmaco, bem como da geracdo esponténea do radical
livre, no caso de reacOes de autoxidacdo, e da concentracdo de O, no meio, para reagdes
envolvendo ataque eletrofilico. (BAERTSCHI, 2005; DALMAZIO, 2007; MATTOS, et al.,
2003; MELDO, et al., 2009).

Os parametros cinéticos obtidos demonstraram que a decomposicdo oxidativa da
DEC seguiu uma reacdo de segunda ordem, calculados de acordo com a seguinte equagéo:
1/C = 1/Co + k.t (cinética de segunda ordem), onde Co é a concentracdo inicial, C a
concentracio remanescente, k a constante de velocidade (s™) e t o tempo (s), comprovando
que a oxidacdo da DEC depende da concentracdo de ambos os reagentes: da DEC, e do
peréxido de hidrogénio (R? = 0,9998).

A constante de velocidade da reacdo foi igual a inclinacdo da
reta obtida, tomada com o sinal oposto. Sua analise revelou que, nestas condi¢cdes
experimentais o valor da taxa constante de decomposicao oxidativa da DEC em solucdo de
per6xido de hidrogénio 3% foi k = 5,2157 x 10 horas™.

35 Fotodegradacao em solucao

Para realizacdo do estudo de fotodegradacdo do citrato de DEC em solucdo fez-se
necessario a quantificacdo da ilumindncia e irradiancia da camara de fotoestabilidade
utilizada. Com a utilizacdo de um luximetro obteve-se o perfil de lux emitidos por hora (n°
lux = 2875.h — 1,164 x 10'), estabelecendo, portanto, para nossa analise que o tempo total
de exposicdo segundo recomendacdo do ICH para 1.200.000 lux corresponde a 41h de
exposicao.

Para determinacdo da irradiancia, foi utilizado a avaliacdo da fotoestabilidade do
quinino, em que preconiza-se para irradiancia de 200 W.hm? corresponda-se uma
absorbéancia relativa aos fotoprodutos do quinino em 0,5A. A avaliacdo da média da
diferenca de absorbancia das amostras de quinino expostas permitiram o calculo do tempo
minimo de exposicdo de acordo com o ICH de 15 horas de exposicdo ( irradiancia =
0,033.h + 0,0032).
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Portanto, as mudangas nas solu¢bes foram monitoradas por CLAE-DAD em funcéo
do tempo de exposi¢do, possibilitando a deteccdo e quantificagdo de 1 fotoproduto
relevante, FP-1 (Tr = 3,44), refernte a N-metilpiperazina, sendo analisada a amostra com
44h de exposicdo a irradiacdo, visto que, com esse tempo de exposi¢do a amostra recebe
toda irradiancia e iluminancia preconizada pelo ICH. Porém ndo foi possivel calcular a
cinética degradativa da DEC em solucdo aquosa devido a estabilidade da DEC frente a esse
procesos degradativo, ja que amostras com 7 dias de exposi¢do ndo possuiram decaimento
superior a 15 % de DEC.

3.6 Avaliacao de produtos de degradacao em forma farmacéutica sélida

O cromatograma dos comprimidos de DEC (figura 11) obtidos apds estudo de
estabilidade acelerada apresentou 5 produtos de degradacédo, dos quais 3 foram 0s mesmos
da hidrélise (Tr = 3,2; Tr = 6,2; Tr = 8,9), e 2 da oxidacdo (Tr = 6,2; Tr = 12,2). Esses
resultados revelam que a forma farmacéutica disponibilizada atualmente no programa de
combate a filariose linfatica ndo apresenta estabilidade assegurada pela presenca destes
PDs, originados possivelmente pela presenca de excipientes que ndo sdo compativeis com o
citrato de DEC, ou por inadequacdo da embalagem primaria assoociada as mas condicées
de armazenamento.

Uma vez que a DEC apresenta alta higroscopicidade, as reacdes de hidrélise tornam-
se mais viaveis, o que foi confirmado através dos estudos. Além disso, a sua estrutura
quimica, contendo aminas terciarias com pares de elétrons disponiveis, permite a geracao

espontanea de radicais livres, 0 que desencadeia 0 processo oxidativo.
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Figura 11 - Cromatograma ampliado para verificacdo dos produtos de degradacdo em
amostra representativa de comprimido de citrato de DEC 50 mg, submetidos a estudos de

estabilidade no modelo acelerado nos primeiros 3 meses.
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4 CONCLUSAO

As condicdes de degradacdo empregadas no estudo foram suficientes para degradar a
DEC e gerar produtos de degradacdo, os quais foram quantificados por CLAE-DAD e
identificados por CLAE-MS. O espectro de massas da fragmentacdo da DEC base livre
demonstrou os pontos de tensdo da molécula, auxiliando na interpretacdo dos dados obtidos
a partir dos estudos de degradacéo.

As hidrolises da DEC base livre (acida, basica e neutra a 50°C) ocasionaram a
degradacdo, de forma que todas apresentaram cinética de primeira ordem, ou seja, a reacao
de hidrdlise ndo dependeu do pH do meio, servindo apenas como catalisador da reacéo.

Através da avaliacdo das amostras obtidas por hidrolise acida, os produtos de
degradacdo gerados puderam ser identificados, através do espectro de massas, dentre 0s
quais um é uma impureza do citrato de DEC presente na matéria prima. Os outros dois
poderam ser elucidados, e foi proposta uma rota degradativa.

A DEC base livre mostrou-se bastante suscetivel a oxidagdo, produzindo dois
produtos de degradacéo relevantes, os quais puderam ser revelados através dos respectivos
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espectros de massas. A partir dos resultados, pdde-se sugrerir 0s possiveis mecanismos de
degradacédo. A reacdo de oxidacdo seguiu uma cinética de segunda ordem. N&o foi possivel
calcular a cinética de fotodegradacdo DEC base livre, visto que a molécula apresentou-se
estavel, tomando-se como base o tempo méaximo de exposicao segundo o ICH.

A avaliacdo das formas farmacéuticas submetidas a estudo de estabilidade acelerado
evidenciaram a formacdo de 5 produtos de degradacdo, os mesmos advindos da hidrélise e
da oxidacdo. Os resultados obtidos mostraram que a formulacdo distribuida para o
tratamento da filariose linfatica ndo apresenta qualidade adequada, uma vez que o método
indicativo de estabildiade foi capaz de detectar 5 produtos de degradacdo, em apenas 3
meses de exposicdo a condigdes aceleradas. Nesse sentido, fica comprovada a importéancia
dos estudos de pré-formulacdo, os quais deveriam ser realizados previamente a fim de

avaliar a susceptibilidade da DEC base livre a degradacao.
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CAPITULO III

5 CAPITULO IlI: Ivermectina (IVC)
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Artigo 5 - ESTUDO DE PRE-FORMULACAO DO FARMACO IVERMECTINA
UTILIZADO COMO ANTIPARASITARIO DE AMPLO ESPECTRO

Artigo a ser submetido ao AAPS PharmSciTeh — B2 (Qualis CAPES)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a matéria prima ivermectina (IVC) sob os
conceitos do Quality by Desin (QbD) para um farmaco amplamente utilizado por suas
caracteristicas farmacoldgicas. Foram realizadas analises por espectoscopia de absor¢do no
infravermelho, de massas para identificacdo da molécula, analises para confirmacdo da
estrutura cristalina do farmaco (microscopia eletréonica de varredura e difragéo de raios X),
bem como, analise de reparticdo granulométrica, densidade aparente e compatada, que
permitiu cocluir que mesmo apresentando uma estrutura cristalina a IVC possui boas
caracteristicas de fluxo e compressibilidade. A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
e a termogravimetria (TG) foram utilizadas para caracterizagdo térmica da I1VC,
determinacdo do ponto de fusdo (157°C), temperatura inicial de degradagdo (305°C),
perdas de massa com o0 aumento da temperatura (3 eventos, a primeira uma dessolvatacéo e
a degradacdo em duas etapas consecutivas). Utilizando as técnicas supracitadas foi possivel
realizar um estudo de compatibilidade 1VC:excipientes (utilizados em formas farmacéuticas
solidas), que demonstrou uma incompatibilidade da IVC com lactose e amido. Com base
nesses resultados o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, bem como o controle
de qualidade das formas ja existentes no mercado pode ser realizado de forma mais

racional, com um melhor entendimento das caracteristicas da I'\VC.

Palavras-chave: caracterizacao fisico-quimica, matéria prima, técnicas analiticas.

ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the raw material ivermectin (IVC) under the
concepts of Quality by Desin (QbD) for a drug widely used for their pharmacological
characteristics. Were analyzed by infrared absorption espectoscopia, mass to identify the
molecule, analysis to confirm the crystalline structure of the drug (eletronic scanning
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microscopy and X-ray diffraction) as well as analyzing particle size distribution, apparent
density and compatada, allowing cocluir even presenting a crystalline structure 1VC has
good flow characteristics and compressibility. The Differential Scanning Calorimetry
(DSC) and thermogravimetric analysis (TG) were used for thermal characterization of IVC
determining the melting point (157°C) initial temperature of degradation (305°C), mass
loss with increasing temperature (3 mass loss steps, a first desolvation and degradation in
two consecutive steps). Using the above techniques it was possible to perform a
compatibility study IVC: excipients (used in solid dosage forms), which demonstrated an
incompatibility of the IVC with lactose and starch. Based on these results the development
of pharmaceutical forms, as well as quality control of the ways already on the market can

be performed more rationally, with a better understanding of the characteristics of IVC.

Keywords: physical-chemical characterization, raw material, analytical techniques.

INTRODUCAO

A ivermectina € um produto semissintético obtido a partir da avermectina
sintetizado naturalmente pelo microorganismo streptomyces avermitilis. Consiste em uma
mistura de homdlogos e contém nao menos que 80% da dihidroavermectina Bla (H2B1a) €
ndo mais que 20% da dihidroavermectina B1b (H2B1,) (CERKVENIK et al., 2001; Omura,
2008).

E utilizada como principio ativo com ampla acdo medicamentosa com aplicacéo
em tratamento de sarnas, vermes e piolhos, atuando no sistema nervoso e funcdo muscular,
resultando em paralisia e morte dos parasitos (DENT et. al., 1997).

A ivermectina deve ser considerada um farmaco critico, que deve ser controlado
em suas caracteristica fisicas e quimicas, na inddstria farmacéutica. Quimicamente a IVC
apresenta-se como uma mistura de isémeros estruturais, 0s quais possuem atividade e
toxicidade diferentes, sendo preconizado que a matéria prima ndo possua menos que 80%
do isbmero B, (USP, 2011), enquanto que fisicamente comapresenta-se como um farmaco
pouco soltvel de estrutura cristalina (classe 11 na classificagdo biofarmacéutica), todos estes
pontos criticos devem ser trabalhados na obtencéo tecnoldgica de formas farmacéuticas.
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O conceito de Quality by Desin (QbD) é uma sistematica, cientifica, baseada no
risco integral, e abordagem pro-activa para o desenvolvimento de medicamentos que
comega com objetivos previamente definidos e enfatiza produto e compreensdo do processo
de fabricacdo, bem como controle de processos (YU, 2008). O QbD significa que a
garantir a qualidade, melhorando os métodos cientificos devem ser utilizados nas fases da
pesquisa, desenvolvimento e design, para que 0 processamento do produto seja o mais
breve quanto possivel (XU, KHAN, BURGESS, 2011; WU et al, 2007). O QbD identifica
caracteristicas criticas dos farmacos para a qualidade da perspectiva de producdo, que
traduz os atributos que o medicamento deve possuir para garantir a seguranca e eficéafia
para 0s usuarios dos produtos farmacéuticos.

Desta forma, € iminente a necessidade de rever e aprimorar a caracterizacao fisico-
quimica da IVC, uma vez que, s6 os testes farmacopéicos atualmente exigidos, ndo sdo
suficientes para apontar diferencgas sutis entre as matérias-primas. Esta avaliacdo pode ser
uma das ferramentas da qualidade da referida matéria-prima que, mesmo se originada de
diversos fabricantes e utilizada na fabricacdo de comprimidos, deve proporcionar

discriminacdo de resultados ou interpretacdo consistente.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Foram utilizados dois lotes de ivermectina, um lote de matéria prima cedido pelo
Laboratério Veterinario Vallée® (Lote: 07016/2010, fabricado na China), e o padrdo de
ivermectina adquirido na Sigma Aldrich®, lote: 70288-86-7 (pureza: 95% HiBi, + 2% de
H1Bip).

As misturas binarias (MB) 1:1 (p/p) da IVC com os excipientes foram preparadas
utilizando almofariz e pistilo, triturando a mistura durante 3 minutos cada. Para o preparo
das MBs foram utilizados os excipientes: celulose microcristalina (CMC), talco,
polivinilpirrolidona (PVP) K-30, croscarmelose sédica, Starch® (amido pré-gelatinizado),
Starlac® (85% lactose monoidatada + 15% amido — obtidos por spraydried), Flowlac®
(lactose monoidratada spraydried), Tabletose® (lactose monoidratada) e Aerosil® (di6xido
de silicio coloidal).
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Metodologias

Identificacdo Quimica

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de
selénio. As amostras a serem analisadas foram transferidas diretamente para o
compartimento do dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 10 varreduras,
de 650 a 4000 cm™ na resolucdo de 4 cm™. Em adicdo a identificacdo por IV foi realizado
0 espectro de massas utilizando um equipamento marca Shimadzu® IT-TOF, com ionizag&o
por nebulizacdo térmica e analisador de massas por tempo de voo, sendo utilizado para
diluicdo do farmaco um sistema acetonitrila:agua (50:50), por ionizacdo positiva, com scan
de 80a950m/ z.

Determinacéo do teor e Estudo de Solubilidade

As amostras e o0 padrdo de trabalho de I'VVC foram obtidas a partir de uma diluicao
inicial de 10 mg de IVC em solucéo diluente de acetonitrila:metanol:agua (26:64:10), com
5 min de agitacdo por sonicacdo, para baldo volumétrico de 100 mL, obtendo-se a
concentracdo final de 200 pg/mL, com posteriores diluicbes para 50, 100 e 150 pg/mL
para obtencdo da curva de calibracdo da matéria prima, bem como, a realizacdo de trés
curvas auténcias de 50, 75, 100, 125 e 150 pug/mL para determinacdo da linearidade do
padrdo de IVC, possibilitando a determinacdo do teor de IVC na matéria prima utilizada
neste trabalho.

Inicialmente, as solugdes obtidas foram submetidas individualmente a analise por
CLAE - DAD, seguindo, inicialmente, os parametros descritos por Cione & Silva, 2007-
2008, que consiste na utilizacdo de uma coluna C18 250 x 4,6 mm (5 um) a 25°C, como
fase estacionaria, uma solu¢do metanol:acetonitrila:acido acético a 0,2% (260:640:100 mL
v/v), como fase mével, com fluxo de 1,5mL.min a 254nm. Ap6s algumas analises o
método foi otimizado, modificando-se a composicdo e o fluxo da fase moével para:
metanol:acetonitrila:acido fosférico a 0,2% (260:640:100 mL v/v), como fase movel, com

fluxo de 1 mL.min* a 254 nm.
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Para determinacdo da solubilidade da IVC foram realizados dois estudos: um
estudo inicial semi-quantitativo de acordo com o recomendado pela Farmacopéia Brasileira
52 edicdo (2010) e USP (2011), sendo testados os solventes: acetato de etila, acetona,
acetonitrila, &cido cloridrico 0,2 M, 4&gua, alcool etilico absoluto, &lcool metilico
diclometano, éter etilico, hidroxido de sédio 0,2 M, n-hexano e perdxido de hidrogénio 3%
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 52 ed. 2010; USP, 2011). E um estudo quantitativo
utilizado o método descrito para determinacdo do teor de IVC por CLAE-DAD em que
amostras de 1VC foram adicionadas a solucbes de: agua, pH 6,8 (50 mL de sol. H,KPO,
0,1M + 23,65 mL sol. NaOH 0,1M + agua g.s.p 100 mL), pH 4,0 (9,35 mL de Na,HPO, 0,2
M + 10,65 mL de &cido citrico 0,1M + &gua g.s.p. 100mL), pH 1,2 (50 mL de solucdo
tampdo H3BO3.KCI 0,1M + 97mL de sol HCI 0,2M + &gua g.s.p. 200mL) com e sem a
lauril sulfato de sodio (LSS) a 1%, até obtencdo de solucdo saturada (com retirada de
aliquotas em 24, 72 e 168 horas).

Determinacao das caracteristicas fisicas e particulares

Os difratogramas do farmaco foram obtidos no difratometro SIEMENS® (X-Ray
Diffractometer, D-5000), equipado com &nodo de cobre. As amostras foram analisadas no
intervalo de angulo 20 de 2-60 a uma velocidade de digitalizagdo de 0,02° 20/s. As
amostras foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material do pé
sem solvente.

A avaliacdo da morfologia dos cristais de IVC foi realizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) utilizando-se um microscépio Jeol® JSM-5900, ap6s serem
fixadas em fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro por 15 min (Metalizador
Baltec® SCD 050). As eletromicrografias foram obtidas em uma camara com tenséo de
excitacao de 15 KV.

A determinacdo da distribuicdo do tamanho das particulas foi verificada através de
tamisacdo utilizando tamises padronizados e superpostos (0, 75, 90, 150, 250, 425, 500
pm), montados numa base munida de vibracdo magnética (Tamizador Bertel®) durante 20
minutos, em triplicata.

A densidade do po foi determinada através de ensaio com 10 g das amostras em um
compactador automatico (Tap Density, Varian®) provido de uma proveta normatizada, em
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triplicata. O volume inicial ocupado pelo produto foi medido, e posteriormente foram
realizadas 10 compactagdes para acomodagdo do pd. Em seguida, foram realizadas 1000
compactacOes, que foram repetidas em seguida, de forma que ndo foi observada mudanca
no volume medido. A relacdo entre a massa das amostras e o volume ocupado pelo pé antes
e apds a compactacdo determinou as densidades aparente (dap) € de compactacédo (dcp). A
compressibilidade do p6 foi avaliada através do indice de Hausner (IH) e o indice de Carr
(I1C) de acordo com as seguintes equacdes: IH = dcp/dap € IC (%) = (dcp-dap)/dcp X 100,
respectivamente. O angulo de repouso foi medido pelo cone de p6 formado através do
escoamento do farmaco através de um funil de dimensdes padronizadas sobre uma
superficie plana. O tempo de escoamento foi determinado pela medida do tempo necessario
para 0 escoamento de uma quantidade pré-definida de farmaco através do funil, utilizando-

se um crondmetro digital.

Caracterizacao térmica da IVC

Para realizacdo da caracterizacdo térmica da IVC foram realizadas analises de
calorimetria exploratéria diferencial (diferential scaning calorimetry - DSC) e
termogravimetria (TG). A curvas DSC foram obtidas utilizando Calorimetro Shimadzu®
DSC-60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 50
mL.min™® em variadas razdes de aquecimento (5, 10, 15 e 20°C.min™) na faixa de
temperatura de 25-300°C. As amostras foram colocadas em porta amostra de aluminio
hermeticamente fechadas com massas de 2 mg (£ 0,2) de amostra, em triplicata. O indio e 0
zinco foram utilizados para calibrar 0 equipamento quanto a escala de temperatura e a
resposta de entalpia.

As analises TG foram realizadas por meio de termobalanca Shimadzu®, modelo
TGA Q60, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL.min™, sendo a massa da amostra
de cerca de 5 mg (x 0,4), acondicionadas em cadinho de platina na faixa de temperatura de
25 a 600°C na razio de aquecimento de 10°C.min™. Antes dos ensaios, a termobalanca foi
verificada com oxalato de calcio hidratado.

A investigacdo cinética de degradacdo ndo isotérmica da I\VC foi obtida a partir dos

dados de TG pela aplicacdo do método de Ozawa. Foram utilizadas taxas de aquecimento
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2,5, 5,0, 10, 20 e 40°C.min, escala de temperatura entre 30-600°C, em cadinhos de platina

com aproximadamente 5 mg de amostras e atmosfera dinamica de N5 (50 mL.min™).

Estudo de Compatibilidade Farmaco-Excipiente

O fluxograma apresentado na Figura 1 apresenta o protocolo utilizado para a
realizacdo do estudo. Na primeira etapa, foram realizadas analises da IVC isoladamente e
em MB por DSC e TG, sendo os valores referentes a temperatura inicial de fuséo (T;) e

temperatura inicial de decomposicdo (T4) foram adotados como indicadores de interagédo
farmaco-excipiente.

Figura 1- Fluxograma do estudo de compatibilidade farmaco-excipiente.

Mistura Binaria

DSCeTG >

Sinais de Interacéo? — Compativel

Cinética de
degradacdo

As analises de TG para o calculo da cinética de degradacdoe IV-TF seguiram 0s

mesmos parametros descritos para as analises da 1\VVC isolada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo quimica da IVC
A espectrometria de absorcdo na regido do infravermelho (1V) constitui hoje um dos
principais recursos para a identificacdo estrutural de substancias orgénicas, sendo de
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extrema importancia para o controle de qualidade de matérias primas e excipientes, quando
comparamos espectros obtidos com a matéria prima as substancias de referéncia podem
denunciar a degradacdo antecipada das mesmas, ou ainda caracterizar processos
tecnoldgicos como é o caso das micro e nanoparticulas que normalmente devem se ligar
fracamente aos farmacos para atuarem na melhoria da solubilidade ou vetorizacdo dos

mesmos, sendo tais ligacdes perceptiveis nos espectros de IV-TF.

Figura 2 - Estrutura quimica da IVC.
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A matéria prima de IVC é constituida normalmente de isGmeros estruturais que
diferenciam em um grupamento CHjz na estrutura conforme ilustrado na figura 2.
Compostos organicos com grupamentos éteres apresentam, normalmente, bandas
caracteristicas da presenca de ligacdes C-O, como € o caso da molécula de IVC que é
composta apenas de atomos de carbono, oxigénio e hidrogénio, formando anéis e
grupamentos hidroxilas, éteres e 1 grupamento éster. Nos espectros obtidos (Figura 3b) foi
possivel determinar 6 regiGes como caracteristicas inerentes da IVC, inicialmente pode-se
observar os sinais: em 3500 cm™, referente a deformacio axial de O-H; 2964,99 e 2937,33
cm™ sdo caracteristicos de grupamentos metila, deformacdo axial de C-H; 1728,92 cm™ é
caracteristico de cetona alifatica saturada; 1675,79 cm™ indicando lactonas insaturadas
com ligacdo dupla adjacente ao grupo -O-, devido ao grupo C=C; entre 1383,87 e 1313,84
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cm™ mostram absorcdo moderada de cetonas, em conseqiiéncia das vibragdes axial e
angular; 1198,96 e 1182,48 cm™ indicam absorcéo de ésteres em lactonas; entre 1142,13 e
1021,91 cm™ aferiu-se a absorgdo mais caracteristica de éteres alifaticos, sendo devido &
deformacéo axial assimétrica de -C-O-C-; 982,11 e 970,57 cm™ as duas bandas de
deformacdo angular simétrica fora do plano de =C-H do alquenos terminais; 950,78 e
929,74 cm™ apresenta-se deformacéo angular fora do plano de -O-H; 904,25 a 832,48 cm™
essas bandas intensas na regido de baixa freqiiéncia provém da deformacéo angular fora do
plano das ligacdes de -C-H do anel; 807,96 a 706,11 cm™ indicam deformacéo angular fora
do plano de -C-H; e 686,98 e 661,13 cm™ demonstram deformacao angular fora do plano

de -C=C- dos anéis.

Figura 3 — Espectro de MS (a) e de absor¢édo no infravermelho da IVC (b).
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O espectro de massas da IVC € bem peculiar, ndo é possivel detectar a massa bruta
do farmaco como pico caracteristico, o pico mais intenso € detectado em 897 m/z
correspondente a um dimero de H,Bla + Na*, seguido de picos secundarios em 284 m/z,
478 m/z, relativos a fragmentagdo de ionizagdo, e 913 m/z (H,Bla + K). Se a IVC nio
tivesse essa capacidade de formacdo de complexos no espectro de massas deveriam haver 2
picos com diferente intensidades de acordo com a qualidade da matéria prima: 874 m/z
(CH,CH3;— H,B1a) e 860 m/z (CH3— H,B1b).

Estudo de solubilidade e teor (CLAE - DAD)
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A IVC ¢ obtida a partir de biossintese de microorganismos como o S. avermectinius,
que sintetizam ndo s6 a ivermectina como outras avermectinas, portanto, a matéria prima
farmacéutica passa por uma série de etapas de purificacdo/recritalizacdo em que a
especificacdo de pureza para ser utilizado como matéria prima farmacéutica é ndo menos
que 80% da H2B;, € ndo mais que 20% da H;Bj, calculado para amostra anidra, livre de
etanol e de dimetilformamida (OMURA, 2008; SHI et al., 2001).

O resultado da andlise de teor médio por CLAE-DAD da matéria prima de trabalho
foi 93% + 0,9 % de H,B;, em relagdo ao padrdo, encontrando-se adequada para o uso de
acorco com compéndios oficiais (USP, 2011; Britsh Pharmacopeia, 2009).

A absorcdo de farmacos, a partir de formas farmacéuticas solidas administradas por
via oral, depende de sua liberacdo e dissolucdo nas condigcdes fisioldgicas e da
permeabilidade nas membranas bioldgicas. Com base nestas consideragdes, pode-se afirmar
que a dissolucdo do farmaco em meio aquoso, € uma etapa limitante. O resultado do estudo
de solubilidade da IVC evidenciou a baixa solubilidade em &gua da IVC (tabela 1),

confirmando os resultados ja descritos na literatura (USP, 2011).

Tabela 1 - Resultado do estudo de solubilidade semi-quantitativo da I'VC.

Solvente Volume e Classificacéo Termo descritivo
solubilizacéo
Acetato de etila 10 mL Facilmente sollvel De 1 a 10 partes
Acetona 30 mL Soluvel De 10 a 30 partes
Acetonitrila 100 — 1000 mL Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Agua >10000 mL Praticamente insoluvel >10000 partes
Alcool etilico 30-70mL Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes
Alcool metilico 30 mL Solavel De 10 a 30 partes
Diclorometano 10 mL Facilmente sollvel De 1 a 10 partes
Eter etilico 30 mL Solivel Praticamente De 10 a 30 partes
H,0, 3% >10000 mL insoluvel Praticamente >10000 partes
HCI10,2M >10000 mL insoluvel Praticamente >10000 partes
NaOH 0,2M >10000 mL insolivel Muito pouco >10000 partes
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N-Hexano 1000 — 10000 mL soluvel De 1000 a 10000 partes

Para uma avaliagdo mais detalhada, a avaliagdo da solubilidade em sistemas
aquosos foi determinada quantitativamente por CLAE-DAD, os resultados estéo desctritos
na tabela 2.

Tabela 2 - Determinacdo da solubilidade quali-quantitativa em sistemas aquosos.

Amostra Tempo Teor (ng/mL)
H,0 168 horas
H,0 + LSS 1% 72 horas 10,43
pH 1,2 72 horas 819,41
pH 1,2 + LSS 1% 72 horas 61,86
pH 4,0 72 horas 11.403,30
pH 4,0 + LSS 1% 72 horas 259,01
pH 6,8 72 horas 21.747,73
pH 6,8 + LSS 1% 72 horas 23,756,06

Com base nos resultados obtidos pode-se inferir que a solubilidade aquosa da IVC
encontra-se abaixo do limite de quantificacdo do método (LQ = 6,58 pg/mL), calculado a
partir da curva de linearidade do padréo (y = 3568,51.x — 30518,48), 0 que corrobora com o
encontrado na literatura que € de 4 pg/mL (Merck Index, 2006), as demais amostras foram

analisadas no tempo de 72h, pois 0s meios utilizados ja estava saturados neste tempo.

Determinacao das caracteristicas fisicas e particulares

A difracdo de Raios-X é uma técnica de grande versatilidade e rapidez na aplicacédo
de amostras policristalinas, tais como o monitoramento de amostras no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos em laboratério e no controle de qualidade industrial, fornecendo
informacGes sobre tamanho e estrutura dos cristais. Esta técnica é baseada no principio de
que quando um material € irradiado por raios X monocromaticos, para um cristal

perfeitamente alinhado, no qual os 4&tomos sdo empacotados regularmente e a distancia

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



135

entre os planos cristalograficos é definida pelas caracteristicas fisicas da amostra, a qual
pode ser usada para medir com precisao os espagcamentos do reticulo cristalino.

Neste ensaio foi estabelecido o padrdo de difracdo do p6 da IVC revelando ou a
presenca de uma série de picos, podendo ser observado a presenca de um pico distinto a 26
em torno de 9,32° além de outros secundarios de menor intensidade em 9,04°, 12,36°,
13,16°, 13,56°, 18,12°, 18,7° e 27,32° (Figura 4), evidenciando o comportamento

tipicamente cristalino do farmaco que possui influéncia relevante na sua solubilizacdo e

fluidez.
Figura 4 - Difratograma e eletromicrografia das particulas cristalinas de 1\VVC.
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A partir da distribuicdo granulométrica realizada (Figura 5) pode-se observar que
matéria prima utilizada para o estudo apresenta possui uma prevaléncia de suas particulas

distribuidas no intervalo entre 90 e 250 um.

Figura 5 - Distribuicao de frequéncia do tamanho das particulas de IVC.
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Diante desses resultados, realizou-se uma avaliagdo da retencdo em relacdo a
passagem das particulas nos intervalos avaliados. Nessa avaliagdo obteve-se que o tamanho
médio das particulas é de aproximadamente 198 um. Portanto, de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (2010), podemos classificar a matéria prima utilizada como um p6
semifino. Esse conhecimento se faz de extrema importancia, visto que a velocidade de
dissolucdo é diretamente proporcional a area superficial das particulas, e como a dissolucao
é um fator critico para esse farmaco, a determinacdo do tamanho e morfologia das
particulas da 1\VC permite correlacionar esses fatores.

As propriedades fisico-mecanicas de compactacdo e reologia da IVC foram

realizadas, sendo os resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados das propriedades de compactacao da amostra analisada.

Parametros Valores obtidos
dap (g/mL) 0,67
dcp (g/mL) 0,74

IH 1,10

IC 10,44

De acordo com os dados apresentados, observou-se a baixa densidade do IVC,
conforme relatado na literatura. Porém, o Indice de Carr exprimiu de forma percentual a
capacidade de compactacdo do po analisado, onde valores de até 10 % sdo considerados de
excelente fluxo e compactacéo, conforme observado na IVC. Adicionalmente, o indice de
Hausner, similar ao IC, indicam que valores entre 1,00 e 1,11 apresentam um excelente
fluxo e ndo exigem a adicdo de lubrificantes para melhorar o escoamento, enquanto que
valores superiores indicam fluxo ruim.

Paralelamente, através da determinacdo do angulo de repouso observou-se que a IVC
flui livremente, possuindo tempo de 2 + 1 segundo. Este comportamento diverge do
esperado devido a morfologia cristalina das particulas (Figura 6) que favorece interac6es

entre as particulas. Portanto, o processamento do farmaco pode ser realizado por
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compressdo direta ja que apesar das caracteristicas cristalinas da IVC, a mesma apresenta

um bom fluxo e boas caracteristicas de compressibilidade.

Caracterizacdo térmica da IVC

Através das curvas de DSC realizadas para a verificacdo da faixa de fusdo da IVC
(Figura 6) nas razdes de aquecimento de 5, 10, 15 e 20°C.min*, pode-se evidenciar um pico
endotérmico na faixa de temperatura entre 152,96 e 164,2°C (média), caracteristico do
processo de fusdo do farmaco, porém o pico de fusdo possui valores diferentes quando
analisado em diferentes razdes, sendo antecipado quanto menor a razdo de agquecimento
utilizada. De acordo com o Merck Index (1999) a faixa de fusdo da IVC é de 155-157°C,
portanto, a razdo de aquecimento mais apropriada para avaliacdo térmica da IVC é
10°C/min que permite a determinacédo de ponto de fuséo de 157,4 £ 0,7 °C.

Figura 6 - Curvas de DSC para defini¢do da razéo de aquecimento da IVC.
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Adicionalmente, a pureza da IVC foi calculada através da aplicacdo da equacdo de
Van’t Hoff na linearizagdo do evento de fusdo com analise obtida a razdo de 0,5°C/min,
verificado em triplicata (em adicdo ha andlise realizada por CLAE-DAD, item descrito
anteriormente). Neste modelo a pureza é determinada através do desvio da linearidade do
evento de fusdo, o qual ocorre pela presenca de impurezas. Conhecendo-se o desvio da
linearidade, pode-se inferir sobre o fator de corregdo na linearizacdo da reta. Logo, a pureza
da IVC mostrou-se em torno de 98,4 %, com um fator de corre¢do calculado para as
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impurezas de 8,36 %, dado discrepante do teor encontrado por CLAE-DAD, sendo esta
técnica inadequada para determinacdo de pureza da IVC, provavelmente devido a entalpia
envolvida no processo estar relacionada ndo s6 a fusdo do farmaco, como também, a
evaparocao de solventes residuais, evento a ser discutido.

As curvas TG forneceram informacg6es sobre a composicao e estabilidade térmica da
IVC, dessa forma, foi possivel determinar a temperatura inicial de decomposicao da matéria
prima, bem como as etapas de degradacdo da 1VC acompanhando possiveis reaces de
desidratacéo, oxidacao, combustdo, decomposi¢éo.

A partir da avaliacdo das curvas de TG do farmaco MP e padrdo analitico,
observou-se que a I\VVC apresenta trés eventos térmicos caracteristicos, a primeira perda de
massa ocorre durante a fusdo do farmaco entre 153 a 164°C (Am = 5,04 %), 0 segundo
estagio de decomposicdo entre 312 a 327°C (Am = 58,54 %), sequido da terceira e ultima
degradagao entre 341 a 427°C (Am = 29,35%) referente a carbonizacdo da IVC (Figura 7),

eventos determinado pela primeira derivada do TG.

Figura 7 - Curva TG obtida a 10°C.min™ sob atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min™.
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A matéria prima de 1VC possui em sua rede cristalina a presenca de formamida e
etanol, solventes utilizados para purificacdo/recristalizacdo da mistura de avermectinas
produzidas pela biossintese dos microorganismos. De acordo com as especificacdes
contidas em compéndios oficiais a analise desses solventes residuais deve ser por
cromatografia gasosa (CG) com no maximo 5% de etanol e 3% de dimetilformamida (USP,
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2011). Porém, pode-se observar que a analise por TG também é capaz de quantificar o teor
de solventes residuais totais, correspondendo amajoritariamente o primeiro evento de perda
de massa sofrida pela matéria prima da I\VC.

Para comprovagdo que o primeiro evento de perda de massa da IVC ndo
corresponde a uma degradacdo propriamente dita, e sim a uma dessolvatacdo de etanol e
dimetilformamida foi realizada uma analise de TG com uma amostra sem pré-aquecimento
(amostra 1) e uma segunda amostra de 1VC pré-aquecida até a temperatura de fusdo, com
posterior resfriamento e re-aquecimento até 600°C da amostra (amostra 2), curvas

ilustradas na figura 8.

Figura 8 - Curvas TG de IVC sem pré-aquecimento (sample 1) e com pré-aquecimento a
157°C (sample 2) em atmosfera de N, a 50mL.min™.
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A analise das curvas TG obtida permite indicar que no primeiro aquecimento 0s
solventes residuais evaporam (Tenulicio €tanol = 78.4 °C e Tepuliacao dimetilformamida =
153°C, descritas no Merck Index, 2006), visto que o decaimento calculado até o ponto de
fusdo da IVC (157°C), que coincide, aproximadamente, com a temperatura de ebulicdo da
dimetilformamida, corresponde a 6,5% em média, valor semelhante ao calculado por CG
para o padrdo analitico (soma dos dados forncedios pela Sigma Aldrich® referentes ao
guantitativo de dimetilformamida e etanol no lote utilizado nesse trabalho) somado ao teor
de &gua por Karl Fisher (Farmacopéia Brasileira, 2010).
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Como analise adicional foi realizado a anélise de IV-TF da amostra pré-aquecida até
a temperatura de fusdo da IVC (amostra 1) e amostra sem pré-tratamento (amostra 2)
ilustrado na figura 9, demosntrando a permanéncia das bandas caracteristicas da IVC
mesmo apos o aquecimento, ndo evidenciando sinais de degradacdo do farmaco.
Caracterizando, assim, a analise de TG da IVC como técnica auxiliar na determinacéo de
solventes residuais da purificagdo/recristalizacdo deste farmaco.

Figura 9 — Espectro de IV-TF de amostras de I\VVC sem pré-aquecimento (sample 1)
e com pre-aquecimento a 157°C (sample 2).
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Em decorréncia do primeiro evento de perda de massa da curva TG nao representar
um evento de decomposicdo, a analise da cinética ndo-isotérmica da IVC foi realizada
avaliando apenas o segundo evento de perda de massa (310-330°C) (ALVES et al., 2010).

Nessas analises as curvas de TG sdo deslocadas para temperaturas mais elevadas a
medida que a razdo de aquecimento aumenta (2,5, 5, 10, 20 e 40°C/min), o permite a
aplicacdo do método de Ozawa, pela boa correlacdo entre as cinco razdes de aquecimento e,
por essa decomposicdo térmica a Ea calculada foi de 217,47 kJ.mol™, com reagdo de
degradacdo de 22 ordem e fator de freqliéncia de colisGes entre as moléculas de 1VC de
1539 x 1016 min™* (Figura 10).
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Figura 10 - Curvas TG e o gréfico de Ozawa da I1\VC obtido em cinco razfes de

aquecimento sob atmosfera dindmica de nitrogénio no método ndo-isotérmico.
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Estudo de Compatibilidade Farmaco-Excipiente

O comportamento das misturas binarias mostraram que com todos 0s excipientes

houve diminuicao significativa da entalpia envolvida no processo fusao, quando comparado

a entalpia de fusdo do farmaco isolado, bem como pequenas mudancas na forma do pico
com poucas variagdes da temperatura de fusdo, indicando auséncias de incompatibilidade

na maioria dos casos. Os dados das curvas de TG e DSC obtidos no estudo de

compatibilidade estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados termoanaliticos da IVC e das MBs com excipientes.

Amostra ! ! Al Tonsa e

onsevec | fusorc | (J.gY) | decomposicdo | decomposicdo

IvVC 144,04 | 159,42 | -134,58 305,29 -53,59

IVC + PVP K-30 149,54 | 160,01 -36,24 307,49 -27,62

IVC + Talco 144,12 157,8 -152,8 307,06 -50,02

IVC + CMC 147,18 | 159,53 -33,18 310,12 -34,59

IVC + Starch® 145,47 | 161,28 -33,92 297,83 -63,88

IVC + Tabletose® 142,9 149,9 -129,33 292,77 -59,6

IVC + Croscarm. 144,57 | 156,57 -26,37 305,69 -51,92

IVC + Flowlac® 141,27 | 149,35 | -137,44 284,99 -50,74
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IVC + Starlac® 144,98 | 150,91 -99,4 293,66 -60,69
IVC + Glicolato 144,06 | 156,5 -35,45 306,3 -52,4
IVC + Aerosil® 147,9 | 162,63 | -59,58 308,36 -27,36

Nas curvas DSC das misturas binaria de IVC com excipientes de lactose
(Tabletose® e Flowlac®), houve uma diminuicio da temperatura de fusdo de 1 a 3°C do
inicio da temperatura de fusdo, o que pode ser indicativo de ocorrencia de interacdo
farmaco-excipiente. Adicionalmente, a temperatura de inicial de degradacdo (2° evento de
perda de masssa) antecipou em mais de 10°C nas MB com lactose e amido (Starch®,
Tabletose®, Flowlac® e Starlac®), de acordo com as curvas TG/DTG.

Portanto a Tabletose® foi selecionada como representante dos excipientes contendo
lactose e Starch®, contendo amido, em foram avalidadas a cinéticas ndo-isotérmicas nas
razoes de 10, 20 e 40°C/min para a IVC matéria prima e as MBs contendo estes

excipientes.

Tabela 5 - Energia de ativacdo (Ea), fator de frequéncia (A) das MBs obtidos por cinética

ndo-isotérmica (método de Ozawa).

Amostra Energia de Ativacdo (E,) Fator de Frequencia (A)

IVC 216,03 KJ/mol 1,620 x 10*° min*
I\VC/Tabletose® 180,21 KJ/mol 2,985 x 10" min™
IVVC/Starch® 200,44 KJ/mol 7,632 x 10 min

A energia de ativacdo da mistura binaria I\VVC/ Tabletose® apresentou decaimento de
mais de 15% em relacdo a IVC isolada, enquanto que a mistura I\VC/Starch® apresentou
decaimento de cerca de 7% na energia de ativacdo corroborando com os resultados da
analise térmica, os quais evidenciaram sinais de interacao.

Os espectros de absorcdo no IV da IVC e das MB com os excipientes selecionados
estdo representados na Figura 11. Em todos os espectros observa-se apenas sobreposicdo

das bandas caracteristicas da 1VC isoladamente e dos excipientes, sendo algumas delas
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sobrepostas por bandas referentes aos excipientes, porém a simples sobreposi¢cdo ndo pode
ser considerada uma incompatibilidade, portanto a técnica de IV-TF ndo foi seletiva para
evidenciar possiveis incompatibilidades entre a IVC e os excipientes avaliados.

Figura 11 - Espectro de IV-TF da IVC, Tabletose®, Starch®, mistura binaria I\VC/
Tabletose®, mistura binaria IVC/ Starch®.
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Os resultados obtidos através da caracterizacdo realizada foram de fundamental
importancia, pois permitiram a determinacdo das principais caracteristicas fisico-quimicas
da IVC, fornecendo informagdes relevantes em relagdo a qualidade da matéria prima
utilizada, assim como de seu comportamento frente a diferentes técnicas frequentemente
utilizadas na caracterizacdo de produtos farmacéuticos, que vem sendo desenvolvidas para
esse farmaco, buscando superar essa caracteristica, que se constituia como uma barreira

tecnoldgica e terapéutica da IVC, antihelmintico utilizado no combate a filariose.
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Artigo 6 - DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA NO UV PARA QUANTIFICACAO DO ANTI-
PARASITARIO IVERMECTINA

Artigo submetido ao Latin American Journal of Pharmacy — B3 (Qualis CAPES)

RESUMO

A ivermectina (IVC) é uma lactona macrociclica semissintética que consiste na mistura da
avermectina Bla e B1b, utilizada no tratamento de diversas parasitoses. A auséncia de um
método rapido para quantificacdo da IVC é de relevancia para o desenvolvimento e
producdo de produtos farmacéuticos a base de IVC. Portanto, o presente estudo descreve o
desenvolvimento e validagdo de um método analitico por espectrofotometria no UV para o
doseamento da IVC. O método foi desenvolvido a partir da solubilizagéo da I\VVC em alcool
etilico com posterior diluicdo no sistema de solventes alcool etilico/agua (80:20) para
quantificacio em ultravioleta (A = 245 nm), a 12 pug.mL™. O método desenvolvido foi
validado demonstrando-se robusto, preciso, seletivo, exato e linear (4, 10, 11, 12, 13, 14 e
20 pug.mL™) com valores de LD e LQ, 0,0098 pg.mL™ e 0,3265 pg.mL™, respectivamente,
sendo o coeficiente de variacdo inferior a 5% e as analises estatisticas realizadas por
ANOVA One-Way e Teste t-Student.

Palavras-chave: ivermectina, espectrofotometria, quantificacdo, validacao.

ABSTRACT

Ivermectina (IVC) is a semi-synthetic macrocyclic lactone consisting of a mixture of
avermectin Bla and Blb used to treat various parasitic infections. The lack of a quick
method for quantifying 1VC hampers the development and production of pharmaceutical
products based on IVC. The present study thus describes the development and validation of
an analytic UV spectrophotometric method for dosing IVC. The method involved
solubilization of IVC in ethyl alcohol followed by dilution in a system of ethyl
alcohol/water solvents (80:20) for quantification under ultraviolet light (A = 245 nm), at 12
pg.mL™. The method developed was validated and shown to be robust, precise, selective,
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accurate and linear (4, 10, 11, 12, 13, 14 e 20 pg.mL™) with DL and QL of 0.0098 pg.mL™
and 0.3265 pg.mL™, respectively, with a variation coefficient of less than 5% and statistical
analysis was carried out using one-way ANOV A and Student’s t test.

Keywords: ivermectin, spectrophotometry, quantification, validation.

INTRODUCAO

A ivermectina (IVC), uma lactona macrolidica semissintética de 16 membros, foi
isolada em 1975 e introduzida no mercado farmacéutico internacional em 1981. Derivada
das avermectinas, uma classe originada de produtos da fermentagdo do Streptomyces
avermitilis, apresenta amplo espectro de acdo contra helmintos, aracnideos, insetos e
parasitas de animais e seres humanos, também sendo usada, de maneira bem sucedida,
como pesticida agricola (CAMPBEL, 1984; OMURA, 2008).

A IVC é utilizada atualmente como tratamento de escolha em varias areas
endémicas de filariose linfatica no mundo, segundo recomendacéo da Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS), como alternativa terapéutica ou como co-tratamento com o citrato de
dietilcarbamazina (OMS, 2005).

A 1VC consiste na mistura da avermectina Aja, 5-O-dimetil-22,23-dihidro (H,B;a) e
avermectina Aib, 5-O-dimetil-25-di(1-metilpropil)-22,23-dihidro-25-(1-metiletil)-(H.B1b),
contendo no minimo 90% de H,Bia, geralmente conhecidos como 22,23
dihidroavermectina B;a e Bib (USP, 2011). Dentre as quais, a avermectina Bia serve de
partida para a producdo de um analogo semi-sintético, 22,23 - dihidroavermectina B, ou
ivermectina, cuja estrutura pode ser considerada como um hibrido entre 0s componentes
B1a € B1p (Fig. 1), com estrutura semelhante aos antibioticos macrolidos, porém, desprovida
de atividade antibacteriana (CHABALA et al., 1980; ERGETON et al., 1979).

Nédo existem em compéndios oficias ou literatura cientifica métodos rapidos e
simples para doseamento imediato da 1VC matéria prima e produto farmacéutico. Sendo
observado apenas métodos por: cromatografia liquida de alta eficiéncia UV-Vis (PRIETO
et al., 2003; USP, 2011; Farmacopéia Britanica, 2009), ou acoplado a espectrometria de
massas (RAICH-MONTIU et al.,, 2008), eletroforese (KOWALSKI et al., 2003) e
fluorescéncia (RUBENSAMA et al., 2011), sendo que os trabalhos publicados abrangem
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principalmente a determinacdo deste composto em fluidos bioldgicos ou associados a
outros farmacos (DURDEN, 2006).

Apesar das vantagens indiscutiveis na utilizacdo das técnicas citadas, elas
apresentam algumas limitagcdes como o alto custo da instrumentacéo e da operacdo, tempo
relativamente longo de analise e ainda a necessidade de experiéncia no manuseio do
equipamento e tratamento de amostras (SOARES-SOBRINHO et al., 2008).

Estes métodos apresentam custo relativamente baixo e grande numero de
aplicacdes, sendo também uma importante ferramenta para determinacdo de parametros
fisico-quimicos (ROCHA, TEIXEIRA, 2009). Contudo, nenhum método analitico por
espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta visivel (UV-Vis) foi relatado para IVC. A
disponibilidade comum da instrumentacdo, simplicidade dos procedimentos, velocidade,
precisdo e exatiddo da técnica fazem dela uma das alternativas analiticas mais empregadas
(ROJAS & OJEDA, 2009).

O metodo e util na extracdo de informacgdes qualitativas e quantitativas e baseia-se
na medicdo da absorbancia maxima a um comprimento de onda que caracteriza a
substancia com adequacdo nas condicdes operacionais, verificando-se a relacdo linear entre
a absorbancia medida e a concentracdo do principio ativo (ROLIM, 2010).

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de dois
parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar aplicabilidade e
confiabilidade de um método exige uma avaliacdo denominada validacdo (RIBEIRO et al.,
2007).

Esta definicdo implica, sobretudo, que uma investigacao detalhada foi realizada e da
provas de que um método analitico, quando corretamente aplicado, produz resultados que
sdo adequados a finalidade, bem como confirma sua eficacia com um alto grau de preciséo
(ARAUJO, 2009).

A quantificacdo da IVC como matéria prima e em produtos farmacéuticos carece do
desenvolvimento de uma técnica analitica, utilizando espectrofotometria UV-Vis para
controle de qualidade. Como alternativa as metodologias ja existentes, o presente estudo
descreve o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico simplificado para
quantificacdo deste farmaco, atendendo as exigéncias da International Conference on
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Harmonization (ICH Q2A e ICH Q2B, 1995) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) RE n° 899 de 2003, conferindo praticidade, confiabilidade, seguranca e baixo
custo na aplicagdo deste método a rotina da industria farmacéutica.

MATERIAL E METODOS

Matéria prima, reagentes e equipamentos

Para as etapas correspondentes ao desenvolvimento do método e sua validagdo,
foram utilizadas como matéria prima a IVC doada pela Valée Indistria Veterinaria® e
padrdo de IVC (Sigma Aldrich®). Os reagentes, todos de grau analitico, foram acetato de
etila (Dinamica®), acetona (Dinamica®), acetonitrila (CarloErba®); 4cido cloridrico 0,2M
(dinamica), alcool etilico absoluto (Synth® e Dynamic®), alcool metilico (Cinética®),
diclometano (Vetec®), éter etilico (Cinética®), hidréxido de sodio 0,2 M (Vetec®), n-hexano
(Dinamica®) e per6xido de hidrogénio 3% (Dinamica®). Espectrofotdmetro UV-Vis Cary
300 Conc Variam®, cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico Varian®, em todos os

parametros foram utilizadas balancas (Bioprecisa®) e vidrarias analiticas.

Desenvolvimento do método por Espectrofotometria no UV-Vis

Devido as caracteristicas da IVC, que Ihe conferem uma baixa solubilidade, foi
realizada a avaliacdo da solubilidade da mesma com diversos solventes (25° C): acetato de
etila, acetona, acetonitrila, acido cloridrico 0,2 M, agua, alcool etilico absoluto, alcool
metilico diclometano, éter etilico, hidroxido de sodio 0,2 M, n-hexano e peroxido de
hidrogénio 3% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5% ed.) e misturas destes com agua, em
diferentes proporc¢des, a fim de escolher uma melhor solucdo diluente para utilizacdo no
método analitico, levando em consideracdo o poder de solubilizacdo do principio ativo,
custo, toxicidade do solvente e sensibilidade do farmaco frente ao comprimento de onda
utilizado.

A proporcdo deste sistema foi determinada de acordo com a estabilidade da IVC em
permanecer soltvel por 48h, em repouso, ap6s sua completa solubilizacdo e sob influéncia
da luz. As proporgbes avaliadas no estudo foram 50:50, 60:40, 70:30 e 80:20 do
solvente/agua purificada (v/v). Procedeu-se varredura no espectrofotdmetro na faixa de 200
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a 400 nm para escolher o comprimento de onda que apresentaria o valor de absorbancia

mais adequado para o método.

Preparacao da solugcdo amostra

As amostras de 1VC foram analiticamente pesadas e solubilizadas em alcool etilico
absoluto, obtendo-se uma concentragdo de 200 pg.mL™(solucéo estoque), sendo diluida
utilizando-se como sistema de solventes lcool etilico absoluto/agua purificada (80:20, v/v),

obtendo-se uma concentragdo final de 12 pg.mL™, em triplicata.

Preparacao da curva controle

Partindo da solugdo estoque do padrio de IVC (200 pg.mL™), foram realizadas
diluicbes com o sistema alcool etilico absoluto/agua purificada (80:20, v/v) para a obtengéo
das seguintes concentragdes: 4, 10, 11, 12, 13, 14 e 20 ng mL™. A curva controle foi

preparada diariamente e utilizada para os célculos das concentraces.

Validacédo do método

ApoOs o desenvolvimento do método, foram avaliados os seguintes parametros:
seletividade, robustez, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e
exatiddo, de acordo com as normas estabelecidas pelo ICH Q2A e Q2B e pela RE n° 899 de
2003 (ANVISA). A confiabilidade dos parametros estudados foi observada pelo coeficiente
de variacdo (CV%) inferior a 5% e, para cada parametro analisado, foram realizadas

andlises estatisticas através da ANOVA One-Way e Teste t-Student.

Seletividade / Especificidade

Inicialemente, para determinacdo da seletividade foram avaliados trés amostras:
duas amostras contaminadas com diluentes utilizados em formas farmacéuticas sélidas:
celulose microcristalina e lactose, na propor¢do 1:1 (p/p), bem como o doseamento de
amostra contaminada com farmaco citrato de dietilcarbamazina (DEC), utilizado no
tratamento da filariose linfatica, em associacdo a IVC, podendo ser considerado um
contaminante de producdo. Adiconalmente foram realizadas analises da IVC solugédo
amostra em camera de fotoestabilidade Nova Etica® (modelo C242) qualificada, que

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



151

consiste na associacdo de lampadas UV e fluorescente (branca fria) com emissdo de 30.000
lux e 13,33 w/m? por hora, para a avaliacdo da fotodegradacdo da IVC, & temperatura
ambiente (25°C). As andlises foram realizadas em triplicata, com o auxilio de um padréo
interno (amostras recobertas no interior da camera) e padréo externo (amostras recobertas
amarmazenadas a 25°C ao abriga da luz). Para assegurar a confiabilidade dos resultados
obtidos na quantficacdo da IVC pelo método desenvolvido, as amostras supracitadas foram
analisadas por CLAE-DAD, segundo método adaptado para doseamento da IVC e suas
substancias relacionadas descrito na farmacopéa americana (USP, 2011).

Robustez

Para sua determinacdo, os seguintes parametros foram alternados e aplicados ao
preparo da amostra e/ou método analitico: influéncia da luminosidade por meio da presenga
e auséncia de luz branca fria, fabricante do solvente utilizado, comprimento de onda: 244,8;
245 e 245,2 nm de leitura, mimetizando uma possivel falta de calibragdo do equipamento.

Linearidade

Realizado pela regressao linear de trés curvas auténticas, utilizando ajuste dos dados
pelo método dos minimos quadrados dos pontos médios, em sete concentracdes diferentes:
4,10, 11, 12, 13, 14 ¢ 20 pg.mL™. A variacdo média do estudo foi realizada com intervalo
de 33% a 166% da concentracdo média IVC.

Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)
Calculados pela razédo entre o desvio padrao dos coeficientes lineares das trés curvas
do ensaio de linearidade pela média dos coeficientes angulares das respectivas curvas

multiplicadas por 3 e 10 para o limite de deteccdo e quantificacdo, respectivamente.

Preciséo

Determinada através da repetitividade de analise e precisdo intermediaria. A
repetitividade foi verificada por seis determinagfes auténticas a 100% da concentracdo do
teste e a precisdo intermediaria foi realizada em dois dias por dois analistas diferentes (ICH,
1995; BRASIL, 2003).
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Exatiddo
Verificada a partir de amostras de IVC matéria prima e padrdo nas concentracdes de
80, 100 e 120%, em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento do método analitico

De acordo com a analise da solubilidade e estabilidade da IVC frente aos
diferentes solventes, observou-se maior solubilidade nos de baixa polaridade (acetato de
etila, diclorometano e éter etilico) e média polaridade (acetona, alcool metilico e alcool
etilico) (Tabela 1). Os resultados obtidos forneceram informacgdes importantes sobre o
comportamento do farmaco, possibilitando a escolha inicial do solvente mais adequado
para a completa solubilizacdo, permitindo maxima estabilidade da solucdo e
proporcionando sua quantificacdo adequada.

Porém, devido menor toxicidade, custo acessivel e uso freqlente nos laboratorios
de controle de qualidade das industrias farmacéuticas, o alcool etilico foi escolhido como
meio para a solubilizacdo da IVC no método desenvolvido, mesmo este ndo sendo o
solvente mais eficaz para solubilizacdo do farmaco.

Somado a este fato, para a escolha final do sistema a ser utilizado, levou-se em
consideracdo a possivel adicdo de uma propor¢do de agua ao sistema, o que as facilita as
leituras provenientes de estudos de preparacdo de complexos com ciclodextrinas,
dispersdes solidas e ensaios de dissolucdo (SOARES-SOBRINHO, et al., 2008).

Tabela 1. Solubilidade da ivermectina (Farmacopeéia Brasileira 52 ed.).

Volume para N .
Solvente N Classificacéo Termo descritivo
solubilizacéo
Acetato de _ De 1 a 10 partes
) 10 mL Facilmente soldvel
etila
Acetona 30 mL Solavel De 10 a 30 partes
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Acetonitrila 100 — 1000 mL Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
3 ] ) ; >10000 partes
Agua >10000 mL Praticamente insolivel
Alcool etilico 30-70mL Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Alcool )
. 30 mL Soltvel De 10 a 30 partes
metilico
Diclorometano 10 mL Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Eter etilico 30 mL Solavel De 10 a 30 partes
H,0, 3% >10000 mL Praticamente insoltvel >10000 partes
HCI 0,2M >10000 mL Praticamente insol(vel >10000 partes
NaOH 0,2M >10000 mL Praticamente insolavel >10000 partes
1000 — 10000 _ ]
N-Hexano . Muito pouco solivel  De 1000 a 10000 partes
m

Houve instabilidade das solucbes, apds 48h em repouso, com formacdo de
microcristais de IVC e consequente turvacdo, na concentracdo de 50:50 de alcool etilico
absoluto/agua purificada (v/v). As solucdes de 60:40, 70:30 e 80:20 mantiveram-se estaveis
apos as 48h de avaliacdo, sendo admitida como concentracdo de escolha para o método,
devido maior estabilidade quimica, a concentracdo de 80:20 de alcool etilico absoluto:agua
purificada (v/v). De acordo com os experimentos realizados, ficaram definidos a utilizacao
de alcool etilico na primeira diluicdo e 80:20 de alcool etilico absoluto/agua purificada
(v/v) na segunda diluicao.

ApoOs a escolha do sistema de solventes para amostra, realizou-se varredura
espectrofotométrica com IVC, na concentragio de 12 pg.mL™, entre os comprimentos de
onda de 200 a 400 nm, observando-se absorbancia maxima em 245 nm (Figura 1). Os
espectros eletrénicos de moléculas organicas contendo cromdforos sdao normalmente
complexos, porque a superposicdo de transicdes vibracionais com transicdes eletrénicas
leva a uma combinacdo de linhas superpostas. O resultado é uma banda larga que

freqlientemente parece ser continua.

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



154

A figura 1 representa a varredura espectrofotométrica da IVC que possui
absortividade em 245 nm devido as transi¢des de elétrons n (ndo ligantes) dos atomos de
oxigénio ou = (das duplas ligacdes) para o estado excitado m*, jA que as energias
necessarias para estes processos situam-se em uma regido espectral 200 a 700 nm. Estes
dois tipos de transicbes requerem a presenca de um grupo funcional insaturado para
fornecer os orbitais 7. Portanto pode se exemplificar as insaturagdes conjugadas com

atomos de oxigénio presentes na molécula da IVC como centros croméforos.

Figura 1 - Estrutura quimica da IVC (Cy4sH74014) € varredura espectrofotométrica no

sistema de solvente selecionado.
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Apos as andlises, ficaram definidos a utilizacdo dos solventes alcool etilico/sistema
de diluicdo (alcool etilico/agua, 80:20, v/v) para a primeira e segunda diluicdes,

respectivamente e comprimento de onda de 245 nm no espectrofotdmetro UV-Vis.
Validacédo do método analitico
Os resultados obtidos com a validacdo deste método estdo resumidos na Tabela 2,

sedo detalhados nos topicos seguintes.

Tabela 2 - Resultados da validacdo do método por espectrofotometria no UV.

Parametro Resultados
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A 245 nm
Faixa de linearidade (pg.L™) 4-20
R? 0,9998
slope 0,0352
Intercept 0,0023
Equacéo da reta Y =0,0352X - 0,0023
LD (ug.L™) 0,009
LQ (ug.L™ 0,033
Repetitividade 0,14
Precisdo intermediria F cal. 0,479 F tab. 18,51
Exatiddo 10 pg.L™* F cal. 0,225
Exatiddo 12 ug.L™ Fcal. 0,893 Ftab. 2,776
Exatiddo 14 ug.L™ F cal. 0,047

Seletividade / Especificidade

Utilizando o método desenvolvido, a solu¢do amostra de 1VC foi contaminada com
2 excipientes e uma possivel impureza, o citrato de DEC, como este farmaco possui
absorcdo maxima no comprimento de onda de 210 nm, ndo houve interferéncia na absorcéo
da IVC neste comprimento de onda (na concentracio de 12 pg mL™ de DEC), bem como,
as amostras com excipientes utilizados na producéo de formas farmacéuticas solidas que
obtiveram concentracdes semelhantes (CV < 2) quando analisadas por CLAE-DAD e por
UV-Vis pelo método desenvolvido, conforme ilustrado na figura 2.

Portanto o método demosntra-se especifico para a IVC, ja que no comprimento de onda
avaliado (245nm) ndo obtevese resposta analitica para as contaminacdes realizadas.

Em contrapartida, amostras de 1\VC submetidas a estresse fotolitico foram avaliadas
com o objetivo de verificar se 0 método desenvolvido seria seletivo para os produtos da
fotodegradacdo da IVC, isto é, seria capaz de quantificar a IVC com confiabilidade
analitica mesmo frente a uma mistura de compostos quimicamente semalhantes. Os
resultados obtidos com o tempo para analises das amostras de IVC estdo ilustrados na
figura 3, em que se observa um decaimento incipiente da banda de absorbancia principal da
IVC de acordo com o tempo de exposicao, podendo indicar a seletividade do método.
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Figura 2 - Varreduras no UV da I\VVC evidenciando a seletividade do método.
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Figura 3 - Varreduras no UV da IVC fotodegradada por diferentes tempos de exposicao.
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Porém, quando os dados da absorbéacia em 245 nm sdo comparados aos dados

obtidos por CLAE-DAD, observa-se uma discordancia nas concetragdo obtidas pelos dois
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meétodos de quantificagdo, descritos na tabela 3. Portanto, o método desenvolvido ndo

demonstrou seletividade para os produtos de degradacao obtidos por fotodegradagéo.

Tabela 3 - Comaparacéao dos teores de 1VC fotodegradada por CLAE e UV-Vis.

Amostra % (CLAE) % (UV-VIS)
Matéria prima 1VC

(controle interno) 99,30 99,89
Solucéo fotodegradada 3h 96,99 98,36
Solucéo fotodegradada 4h 93,25 97,21
Solucéo fotodegradada 5h 90,10 97,60
Solucéo fotodegradada 6h 86,96 96,63
Solucéo fotodegradada 7h 82,02 94,89

Robustez

O método desenvolvido demonstrou ser robusto quanto a variacdo dos fabricantes
de alcool etilico. De acordo com os resultados obtidos, o F calculado para esse parametro
foi de 4,804, inferior ao F tabelado (7,709), sendo o CV de 4,82% e 1,65% para 0s
fabricantes Synth® e Dynamic®, respectivamente. Com relacdo & avaliacdo da estabilidade
das solugdes a partir da preparacdo das amostras e da influéncia da luminosidade, obteve-se
um F calculado de 1,124 (F tabelado = 3,106), ja para a variagdo do comprimento de onda o
F calculado foi de 0,075 (F tabelado = 5,143), demonstrando que ndo houve diferencas

estatisticamente significativas entre 0s mesmos.

Linearidade

O intervalo das concentragdes estudadas (4, 10, 11, 12, 13, 14 e 20 pug mL™?)
mostrou-se linear apos as analises estatisticas pelo método dos minimos quadrados. Foram
obtidas curvas com equacdes de retas y = 0,0352 (+£0,0002)X — 0,0023 (x£0,0027) e com
bom coeficiente de correlacdo (R%= 0,9998). Os CVV% para as concentracdes citadas foram,
respectivamente, 0,083, 0,430, 1,101, 0,720, 0,463, 1,337 e 0,149.
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Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

De acordo com a estimativa dos limites de detec¢do e quantificacdo o método
apresentou sensibilidade para identificar e quantificar a IVC, diferenciando as leituras, dos
ruidos do equipamento, com valores de 0,0098 pg mL™ e 0,0325 pg mL™ para o limite de
deteccdo e limite de quantificacdo, respectivamente.

Precisao e exatiddo

O método desenvolvido demonstrou ser preciso nos dois niveis avaliados,
repetitividade e precisdo intermediaria. Na repetitividade os resultados obtidos
apresentaram um coeficiente de variacdo de 0,161%, abaixo do valor maximo especificado.
Na precisdo intermediaria foi provado que o método é preciso para analises feitas por
analistas diferentes dentro de um mesmo dia e em dias diferentes, pois através do
tratamento estatistico utilizando ANOVA One-Way, foi obtidos F calculados de 0,479, para
o0 F critico de 18,513.

Os resultados de exatiddo evidenciaram uma concordancia entre os valores de
absorbancia das médias obtidas para cada concentracdo com a matéria-prima (MP) e com o
padrdo secundario (PS). A analise estatistica através do teste t de Student comprovou a
similaridade dos resultados, demonstrando que o t calculado para cada concentracédo foi de

0,225, 0,089 e 0,048, respectivamente, sendo menor do que o t tabelado 2,776.

CONCLUSAO

O método desenvolvido atende as exigéncias legais vigentes do ICH e ANVISA
para a validacdo de uma metodologia analitica, apresentando-se robusto, linear, seletivo,
preciso e exato. Correlacionando-se o desenvolvimento, otimizacédo e validacdo de métodos
analiticos, os laboratérios podem gerar resultados bastante eficientes e produtivos,
garantindo a qualidade analitica e assim as boas praticas de laboratoério e fabricacdo. Desta
forma, 0 método de quantificacdo da IVC por espectrofotometria de UV-Vis, permitira uma
analise quantitativa rapida, de baixo custo, com qualidade e seguranca estatistica

desejaveis, sendo uma alternativa vantajosa sobre 0s outros métodos existentes.
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Artigo 7 - ESTUDO DA DEGRADACAO DO ANTIPARASITARIO
IVERMECTINA EM SOLUCAO POR CLAE-DAD

Artigo em construcao, os resultados apresentados podem sofrer modificagfes, em funcéo
da otimizacdo do método analitico.

RESUMO

A ivermectina (IVC) é um derivado de avermectina com agdo contra helmintos, aracnideos
e insetos, amplamente utilizada nas terapias em humanos e na medicina veterinaria, porém,
ndo ha relatos na literatura a cerca de seus produtos de degradacdo (PDs) e mecanismos
degradativos. Portanto, este trabalho teve como objetivo desenvolver um método analitico
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, acoplado a detector de arranjo diodo, capaz
de quantificar a IVC na presenca de seus PDs, ja que, ndo foi possivel quantificar os PDs
devido a co-elui¢do deles no método desenvolvido. A partir do desenvolvimento do método
analitico selecionou as melhores condicdes degradativas para a IVC (decaimento de teor
entre 10 e 30 %) sob variacdo de pH (HCI 0,1M e NaOH 0,01M), condi¢des oxidativas
(H20, 6%) e fotoliticas, além de demonstrar que o farmaco é termoestavel na temperatura
de 50°C por 24h. N&o foi possivel calcular as cinéticas de degradacdo da IVC sob
condic@es hidroliticas, devido ao periodo de tempo avaliado, mas, como houve decaimento
expressivo da IVC quando submetida a fotodegradacdo pode-se calcular a cinética de
primeira ordem para esta condicdo. Comprimidos de IVC e uma formulacdo liquida
(solugcdo oral manipulada) foram submetidos a estudos de estabilidade acelerada por 3
meses e apresentaram decaimento significativo com o aparecimento de PDs, sem a
possibilidade de quantificacdo relativa devido a co-eluicdo dos PDs da IVC no método

desenvolvido.

Palavras-chave: Produtos de degradacdo, ivermectina, hidrolise; oxidagdo; cinética

quimica.
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Ivermectin (IVC) is a derivative of avermectin suit against helminths, arachnids and insects,
widely used in therapies for human and veterinary medicine, but there are no reports in the
literature about its degradation products (DPs) and degradative mechanisms. Therefore, this
study aimed to develop an analytical method by High Performance Liquid Chromatography
coupled to diode array detector, able to quantify the IVC in the presence of their DPs, since
it was not possible to quantify the DPs due to co-elution the method developed them. From
the development of the best analytical method selected degradative conditions for the IVC
(decay content of between 10 and 30%) under varying pH (HCI 0.1 M and NaOHO0.01 M),
oxidative conditions (H2O, 6%) and photolytic, and demonstrate that the drug is
thermostable at 50 °C for 24h. It was not possible to calculate the degradation kinetics of
IVC under hydrolytic conditions due to the time period measured, but since there was a
significant decay of the IVC when subjected to photodegradation can calculate the first
order kinetics for this condition. Tablets IVC and a liquid formulation (oral solution
manipulated) were subjected to accelerated stability studies for 3 months and showed
significant decay with the appearance of PDs, without the possibility of relative

quantification due to the co-elution of DPs in the method developed.

Keywords: Decomposition products, ivermectin, hydrolysis, oxidation and chemical

kinetics.

INTRODUCAO

O namero de trabalhos existentes na literatura a respeito da estabilidade da
ivermectina é bastante reduzido, tanto quanto se trata da molécula isoladamente ou mesmo
presente em formulacdes (medicamentos de uso humano ou veterinario) (OMURA, 2008).

A ivermectina (22,23-dihidroavermectina Bla + 22,23-dihidroavermectina B1lb) e
utilizada como principio ativo com ampla acdo medicamentosa com aplicacao em
tratamento de sarnas, vermes e piolhos. E derivada da bactéria Streptomyces avermitili e
atua no sistema nervoso e funcdo muscular, resultando em paralisia e morte (CULLY et al.,
1994; DENT et al.,, 1997). A ivermectina (IVC) presenta baixa toxicidade quando em
formulacbes, porém, pode ser enquadrado como altamente toxico quando puro, devido a
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atuacgéo direta no sistema Nervoso central quando inalado
(HTTP:/lextoxnet.orst.edu/pips/abamecti.htm).

Paralelamente, o nimero de métodos de analise de formulagdes contendo IVC e
suas impurezas / produtos de degradacao, € também bastante reduzido. As metodologias
constantes em farmacopeias (British Pharmacopeia, 2007), servem como base para o
desenvolvimento de métodos, porém ndo abrangem a detec¢do de produtos de degradacéo,
provenientes de estudos de estabilidade.

O presente trabalho tem como objetivo desesenvolver uma metodologia analitica e
seletiva para produtos de degradacgéo, desenvolvida utilizando-se amostras degradadas sob
condicoes de estabilidade forcada (hidrolise &cida, hidrélise alcalina, luz, calor e oxidacao),
bem como, avaliar os percentuais de degradacdo em fungdo do tempo e a presenca destes
produtos de degradagdo em formualacdes comerciais apds estudo de estabilidade acelerado.

PARTE EXPERIMENTAL

Substancias e Reagentes
Foram utilizados dois lotes de ivermectina, um lote de matéria prima cedido pelo
Laboratério Veterinario Vallée® (Lote: 07016/2010, fabricado na China), e o padrdo de
ivermectina adquirido a Sigma Aldrich®, lote: 70288-86-7 (pureza: 95% HiBi. + 2% de
H1Bip).
Os solventes utilizados foram acetonitrila (Carlo Erba®), agua ultra pura (obtida em
sistema MILI Q), acido cloridrico 36,5 %, v/v (Dinamica®), hidréxido de sédio (Vetec®),
peréxido de hidrogénio 36,5 %, v/v (Dinamica®). Para a preparacdo da fase movel, foi

utilizado fostato de potéssio dibasico (Sinth®) e acido fosférico (Dinamica®).

Equipamentos

Para quantificacdo da IVC e amostras degradadas, o método analitico utilizado foi
desenvolvido e validado por CLAE — DAD, em equipamento Shimadzu® equipado com um
sistema quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A,
detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injector
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automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os

dados tratados através do software Shimadzu® LC solution 1.0.

Estudo de degradacéo forcada

Os estudos de degradacdo hidrolitica foram conduzidos com a matéria prima da 1IVC
em solugdo H,O:ACN (80:20) a 200 pg/mL, utilizando solugbes de HCI 0,01, 0,1 e 1M,
para hidrolise &cida; NaOH 0,01, 0,1 e 1M, para a bésica; solucdo de perdxido de
hidrogénio a 3, 6 e 9%, para a oxidativa e 4gua ultra pura em camara de fotoestabilidade
Nova Etica® (modelo C242), que consiste na associacdo de lampadas UV e fluorescente
com emissdo de 30.000 lux e 13,33 w/m® por hora, para a fotolitica, & temperatura
ambiente. Os estudos hidroliticos da IVC foram realizados sem o0 aquecimento das amostras
estressadas, para avaliagdo das condicbes de degradacdo isoladas, sem a presenca de
nenhum agente catalisador, exceto, a hidrélise neutra em que a solucdo de IVC foi
submetida a 60°C em agua ultrapura, devido a baixa velocidade de reacdo. Para
determinacéo do teor de IVC em cada degradacéo foram retiradas aliquotas das reacées em
24 horas (SINGH, BAKSHI, 2000; YOSHIOKA, STELLA, 2002).

Condig¢des Cromatograficas

As amostras e o0 padrao de trabalho de I'VC foram obtidas a partir de uma diluicdo
inicial de 20 mg de IVC matéria prima em 50 mL de acetonitrila, com 5 min de agitacéo
por sonicacdo, em baldao volumétrico de 200 mL aferido com acetonitrila. Obtendo-se a
concentracdo final de 200 pg/mL, com posteriores diluicbes volumétricas utilizando o
sistema de solventes H,O:ACN (80:20), para obtencdo da curva de calibragdo com as
concentragdes de 50, 100 e 150 pg/mL, sendo a concentracao de trabalho de 100 pg/mL.

Para 0 doseamento das amostras degradadas de IVC utilizou-se inicialmente o
método descrito na literatura na farmacopéia britanica (2009) que consiste em utilizar
coluna C18 (250 x 4,6 mm e 5um) e fase mdvel de agua:metanol:acetonitrila (15:34:51,
v/viv) a 1 mL.min com volume de injecdo de 20 pL (245 nm), para doseamento do
farmaco IVC e suas substancias relacionadas (British Pharmacopoeia, 2009). Porém o
método ndo desmonstrou-se seletivo, pois o pico cromatografico da IVC ndo estava puro
(analise realisada por DAD acoplado a software Shimadzu LCsolution 1.0), portanto, as
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solucBes obtidas foram submetidas a analise seguindo os parametros descritos por Cione &
Silva, 2007-2008, que consiste na utilizacdo de uma coluna C18 (5 um) a 25°C, como fase
estaciondria, uma solugdo metanol:acetonitrila:acido acético a 0,2% (260:640:100 mL v/v),
como fase mével, com fluxo de 1,5 mL.min™ a 254 nm. Apés algumas anélises 0 método
foi otimizado, modificando-se a composicdo e o fluxo da fase mobvel para:
metanol:acetonitrila:acido fosforico pH 3 (260:640:100 mL v/v), como fase mdvel, com

fluxo de 1 mL.min* a 245 nm.

Cinéticas de degradacao

A ordem de reacdo para as cinéticas de hidrélise da DEC foram determinadas
representando o percentual de farmaco residual em funcdo do tempo (ordem zero), do
logaritmo neperiano do percentual de farmaco em fungdo do tempo (primeira ordem) e
inverso do percentual de farmaco em funcdo do tempo (segunda ordem). Os coeficientes de
regressdo linear foram obtidos, sendo o coeficiente mais proximo da unidade indicador da
ordem das degradacdes da DEC (SINKO, 2008).

O modelo cinético pode ser representado pelas seguintes equacdes:

C=Co -kt t90% = (0,1 x Co) / k (Ordem zero)
InC=1InCo -kt t90% = 0,16 / k (Primeira ordem)
1/C=1/Co +kit t90% =1/ (9k x Co) (Segunda ordem)

Onde Co é a concentracdo dos reagentes no tempo zero, C é a concentracdo apos

reacdo ntempo t e k, a constante de reacdo (SINKO, 2008).

Avaliacao do teor de produtos de degradacéo em formas farmacéuticas

A fim de cumprir o que estabelece o ICH e ANVISA, foi analisado o teor dos
produtos de degradacdo no produto referéncia brasileiro (Revectina® SolvayFarma
industria farmacéutica) em forma farmacéutica comprimidos de IVC de 6 mg (lote n°
1045130) e em forma farmacéutica liquida obida em escala de bancada (solucéo oral de
IVC constituida de: IVC (0,12%), propilenoglicol (20%), polissorbato 80 (1%), fosfato de
sodio dibasico anidro (0,13%), fosfato de sddio monobasico anidro (0,78%),
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butilhidroxitolueno (0,1%), EDTA (0,01%), metilparabeno (0,1%), propilparabeno
(0,05%), éalcool etilico (g.s.), sacarina sodica (0,05%), flavorizante (0,3%) adaptada de
FERREIRA, SOUZA, 2011) apds estudo de estabilidade no modelo acelerado (45°C + 2°C
/ 75% UR + 5%, em 0 e 3 meses), a fim de avaliar a necessidade de notifica-los ou
identifica-los e qualifica-los de acordo com a dose diaria administrada de 1VC (ICH, 2002;
ICH, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizada a analise da IVC isoladamente para determinacdo das
curvas de calibracdo, bem como, de contaminantes e impurezas da matéria prima. O
método demonstrou um perfil cromatografico satisfatorio para IVC, ja que é possivel
identificar no cromatograma os isémeros H,Bi, (majoritario) Tr = 13,9 min e 0 H;Byp
(minoritario) Tr = 11,06, bem como algumas impurezas com tempos de retengdo menores
(2,72; 7,13 e 9,03 min), com pureza de pico adequada, conforme pode ser observado na
figura 1 que representa cromatogramas de 12,5, 25, 50, 75 e 100 pg/mL de IVC matéria

prima.

Figura 1 — Cromatograma obtido para determinacéo do teor de I\VC.
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Diante dos resultados, o estudo de degradacdo inicial buscou determinar os
parametros de degradacdo ideal (10 a 30% de decaimento de IVC) para selecdo das
amostras, e posterior desenvolvimento de método analitico capaz de quantificar os produtos
de degradacédo da I\VC. Portanto, foram avaliadas condigdes degradativas variadas descritas
na tabela 1 em relacdo ao percentual de I\VC.

Tabela 1 — Resultado das degradacdes da IVC.

Hidrolises teor de IVC
NaOH 0,01M por 24h a 50°C 81,6%
NaOH 0,1M por 24h a 50°C 67,9%
NaOH 1M por 24h a 50°C 22,34%
HCI 0,01M por 24h a 50°C 90,2%
HCI10,1M por 24h a 50°C 51,8%
HCI 1M por 24h a 50°C 30,03%
H,0, 3% a 25°C 90,53%
H,0, 6% a 25°C 87,7%
H,0,9% a 25°C 73,11%

Para as hidrolises, o tempo de degradacdo de 24 horas com as concentragdes
menores de 0,01M de HCIl e NaOH foram as que obtiveram concentracdes O6timas de
degradacdo, enquanto que para a oxidacdo com peroxido de hidrogénio a concentracédo
intermediaria de 6% foi a mais adequada entre as testadas.

A partir destas analises inicias as amostras supracitadas foram selecionadas para o
desenvolvimento do método indicativo de estabilidade, porém devido ao grande nimero de
produtos de degradagfes formados o método descrito no item “Condicdes
Cromatogrdficas”, obtido apos algumas adaptagOes, ainda ndo possui confiabilidade
analitica para quantificacdo dos produtos de degradacdo da IVC, visto que, é possivel
observar a co-eluicdo dos produtos de degradacdo, nas diferentes condicdes de degradacéo,
como nas hidrolises &cida e basica ilustrados na figura 2, garantindo apenas a pureza do

pico dos isdmeros H,B1, € HoBap.
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Figura 2 — Cromatogramas obtidos para os estudos de degradacgéo da IVVC.
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Paralelamente ao estudo de degradacdo hidrolitica foi realizado o estudo de
degradacdo fotolitica da solucdo amostra de IVC em que foi possivel determinar o

decaimento de IVC em funcao do tempo de exposicao, valores descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Percentual de 1\VC fotodegrada versus tempo de exposicéo.

Amostra % (CLAE)

Matéria prima IVC

(controle interno) 99,30
Solucéo fotodegradada 3h 96,99
Solucéo fotodegradada 4h 93,25
Solucéo fotodegradada 5h 90,10
Solucéo fotodegradada 6h 86,96
Solucéo fotodegradada 7h 82,02

Semelhante aos resultados obtidos nas degradacdes hidroliticas, ndo foi possivel

avaliar com confiabilidade analitica a producdo de produtos de degradagdo na degradacao
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fotolitica devido a co-eluicdo entre os produtos de degradacdo. Porém como é possivel
determinar a pureza do pico cromatografico da IVC no método otimizado foi possivel o
calculo da cinética de degradacdo fotolitica na solucdo amostra de IVC, que apresentou-se

de ordem zero, com velocidade de reacdo de -3,63 horas™, figura 3.

Figura 3 — Cinética de degradacdo fotolitica da I'VC em solucéo.
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A andlise dos produtos farmacéuticos: comprimidos de 1VC de 6 mg e em forma
farmacéutica liquida (solucdo oral manipulada) de IVC apos estudo de estabilidade no
modelo acelerado demontraram um decaimento médio de 7,2% (+ 0,43) e 12,1% (£ 0,86),
respectinvamente, porém, ndo foi possivel a quantificacdo relativa dos produtos de

degradacéo gerados devido a co-eluicdo dos mesmos.

CONCLUSAO

A grande dificuldade existente no desenvolvimento de um método analitico
indicativo de estabilidade para I\VC se da devido a grande estrutura quimica da 1VC, que se
degrada em um numero elevado de moléculas menores, muitas vezes, com polaridades
bastante semelhantes, sendo uma etapa critica a separacao desses produtos de degradacao
na analise cromatografica. Sendo assim, se faz necessario realizar novas analises
cromatogréaficas em busca de um método seletivo para quantificadacdo da IVC e seus
produtos de degradacao.
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CAPITULO IV

6 CAPITULO IV: Desenvolvimento de Forma Farmacéutica Associacio

em Dose Fixa dos farmacos citrto de DEC e IVC
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Artigo 8 - DESENVOLVIMENTO DE NOVO COMPRIMIDO PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA CONTENDO IVERMECTINA E
CITRATO DE DIETILCARBAMAZINA ASSOCIADOS EM DOSE FIXA

Artigo em construcéo, os resultados apresentados podem sofrer modificac6es, aguardando
a concluséo dos estudos de estabilidade.

RESUMO

Causadora da elefantiase, a filariose linfatica coloca em risco um bilhdo de pessoas em todo
0 mundo, onde mais de 40 milhdes se encontram gravemente incapacitadas ou apresentam
deformacdes. Dos infectados, um tergo vive na India, um terco na Africa e o restante na
Asia, Pacifico Ocidental e Américas. O farmaco de escolha para o combate a filariose é a
dietilcarbamazina, porém, seu efeito terapéutico em vermes adultos ndo é eficaz, atingindo
apenas 50% de letalidade dos vermes adultos, sendo, portanto associado ao tratamento com
a ivermectina, com maior potencial adulticida, atingindo assim a erradicacdo total do
parasita no hospedeiro homem. Com isso, 0 presente trabalho apresenta o desenvolvimento
tecnolégico de um novo comprimido contendo os farmacos antiparasitarios de primeira
escolha terapéutica para a filariose, citrato de dietilcarbamazina e ivermectina (DEC - 50
mg e IVC - 6 mg) associados em dose fixa. O produto visa agregar novas vantagens a
terapia atual ao reduzir o namero de comprimidos administrados ao dia, se reduz o custo da
terapia e se amplia a adesdo do tratamento pelos pacientes, possibilitando maior acesso e
reducdo de erros na administracdo. O comprimido foi obtido com peso de 180 mg, sendo 56
mg de insumos farmacéuticos ativos e 124 mg de excipientes (estearato de magnésio,
B.H.T., Celulose 250), sendo os resultados dos ensaios de controle de qualidade aplicados a
forma farmacéutica desenvolvida apresentaram-se de acordo com as especificacdes.
Conclui-se que a abordagem integrada da tecnologia farmacéutica proporcionou a obtencao

de um novo produto farmacéutico dentro das exigéncias regulatdrias vigentes.

Palavras-Chave: citrato de dietilcarbamazina, ivermectina, comprimido, associacao.
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Causing elephantiasis, lymphatic filariasis endangers a billion people around the world,
where more than 40 million are severely disabled or have deformations. Of those infected, a
third live in India, one third in Africa and the rest of Asia, Western Pacific and the
Americas. The drug of choice to combat filariasis is diethylcarbamazine, but its therapeutic
effect on adult worms is not effective, reaching only 50% mortality of adult worms, so
being associated with treatment with ivermectin, with greater potential adulticide, thus
achieving complete eradication of the parasite in the host man. Thus, this paper presents the
technological development of a new tablet containing antiparasitic drugs of first choice
treatment for filariasis, ivermectin and diethylcarbamazine citrate (DEC - 50 mg and CVI -
6 mg) fixed-dose related. The product aims to add new benefits to current therapy to reduce
the number of tablets taken daily reduces the cost of therapy and expands treatment
adherence by patients, enabling greater access and reduced administration errors. The tablet
was obtained weighing 180 mg, with 56 mg of active pharmaceutical ingredients and 124
mg of excipients (magnesium stearate, BHT, Cellulose 250), and the results of tests for
quality control applied to the developed dosage form are presented according to the
specifications. It is concluded that the integrated approach of pharmaceutical technology
afforded obtaining a new pharmaceutical product within the current regulatory

requirements.

Keywords: diethylcarbamazine citrate, ivermectin, tablets, association.

INTRODUCAO

A filariose linfatica € uma doenca cronica, negligenciada, de carater debilitante, que
atinge pessoas de todas as idades e de ambos os sexos, além de constituir um problema de
salde publica de magnitude significativa em mais de 80 paises, distribuidos principalmente
nas regides tropicais e subtropicais em todo o mundo. Essa enfermidade vem ocupando, ha
onze anos, o0 2° lugar no ranking mundial das doencas incapacitantes, ja que esta associada
a debilitacdo fisica e ao estigma social. Nas areas que a doenca é endémica, a prevaléncia
de infeccdo aumenta continuamente. Isso ocorre, principalmente, pelo crescimento répido e
desordenado dos centros urbanos e pela criacdo de condicGes ideais para a multiplicagdo
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dos focos de mosquitos transmissores da doenca (BRASIL, 2005; BRASIL, 2008; SILVA,
SILVA & OLIVEIRA, 2008).

A transmissdo da doenca ocorre devido a presenca das formas embrionarias,
chamadas de microfilarias, encontradas no sangue humano, que sdo sugadas pelos
mosquitos hematdfagos, sendo o Culex quinquefasciatus predominante no momento do
repasto. A Wuchereria bancrofti é um parasita exclusivamente do ser humano que se
desenvolve no sistema linfatico, até formar vermes adultos (BRASIL, 2008; BRASIL,
2009).

No Brasil, a filariose permanecia de forma endémica em apenas trés capitais:
Belém, Manaus e Recife. Nas duas primeiras cidades, houve uma significativa redugdo da
transmisséo, sendo recife a cidade com o0 maior numero de casos do pais. Desde a déecada
de 50, pesquisas e acdes de controle da filariose vém sendo desenvolvidas no Brasil. Nesse
contexto, o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM), da Fundagdo Osvaldo Cruz
(Fiocruz), em Recife, vem desenvolvendo assessorias e treinamentos de recursos humanos
relacionados ao agravo da filariose desde a década de 80 (BRASIL, 2008).

O tratamento antifilarial estd indicado em todos os individuos com evidéncias de
vermes adultos e/ou microfilarias, ou seja, de infeccdo ativa, independentemente de
apresentarem ou nao qualquer manifestacdo clinica relacionada direta ou indiretamente a
bancroftose. A droga escolhida na terapéutica individual é a dietilcarbamazina (DEC).
Infelizmente, o poder adulticida do farmaco ndo é 100% e estima-se que cerca de 50 a 60%
dos vermes adultos sdo refratarios ao tratamento. Isso acontece mesmo quando se
administram doses tdo altas da droga quanto 12 mg/kg de peso corporal, por um periodo de
até 30 dias. O esquema classico recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde para o
tratamento individual dos microfilarémicos € o de 6 mg/kg de peso por doze dias
(DREYER, DREYER & NOROES, 2002).

Ocorrendo falha no tratamento com o citrato de DEC, pelo fato do paciente
apresentar vermes adultos ndo susceptiveis e continuar produzindo microfilarias, havendo
reaparecimento da hematuria, deve-se lancar mdo da co-admininistracdo da
dietilcarbamazina com a ivermectina (6 mg/kg e 400 pg/kg de peso, respectivamente). Essa
indicagdo tem como objetivo a melhor acdo microfilaricida da combinacgdo das duas drogas
e, consequentemente, a obtencdo de um maior tempo de clearance das microfilarias
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circulantes. Assim, a melhoria da eficacia do tratamento depende do paciente aderir quase
perfeitamente ao tratamento, sendo essa adesdo enfraquecida pela complexidade dos
regimes posologicos (BRASIL, 2005; DREYER, DREYER & NOROES, 2002).

Nesse sentido, ndo s6 a posologia combinada destes farmacos antifilariais se torna
interessante para a maior eficacia do tratamento, mas a associagdo fisica desses farmacos
em um unico produto farmacéutico em dose fixa combinada (DFC). Os comprimidos de
DFC possuem diversas vantagens sobre os farmacos utilizados isoladamente (monoterapia).
Dentre elas, destaca-se a menor quantidade dos erros de prescricdo porque as doses
recomendadas sdo padronizadas pela OMS; diminuicdo do nimero de comprimidos a ser
ingerido, fato que favorece a adeséo do paciente ao tratamento e, havendo falha na ingestéo
do DFC, os pacientes ndo podem escolher qual farmaco irdo ingerir evitando-se assim o
risco da monoterapia € 0 consequente desenvolvimento da resisténcia aos quimioterapicos
(SILVA, 2010).

A escolha pelo uso da dose fixa combinada esta se tornando cada vez mais
frequente, devido aos seus inimeros beneficios. Apontada na Nota Técnica, em agosto de
2009, mudancas no tratamento da tuberculose inclui a adocéo da apresentacdo farmacéutica
de comprimidos DFC com quatro ativos, DFC 4 em 1, para o tratamento da fase intensiva
da TB Dessa forma, a Organizacdo Mundial de Saide e a Unido Internacional Contra
Tuberculose e Doencas Pulmonares recomendam o uso de doses fixas combinadas de
farmacos antituberculose, para prevenir a monoterapia e consequente resisténcias ao
tuberculostatico (LAVOR, 2010; SILVA, 2010)._O aumento da eficacia, menor incidéncia
de efeitos adversos devido ao uso de doses menores, otimizacdo da adesdo ao tratamento
pela simplificacdo do tratamento, sdo algumas das vantagens comprovadas das DFC
(ANVISA, 2010).

Assim, visou-se a elaboracdo do produto farmacéutico de associacdo em dose fixa
combinada do citrato de DEC e IVC, seguindo os preceitos técnicos cientificos de
estabilidade de formas farmacéuticas, com o objetivo de ampliar o efeito microfilaricida da
administracdo em massa da DEC, além de viabilizar a populacdo um tratamento da filariose
mais seguro e eficaz, propiciar uma maior adesdao do paciente ao tratamento, acarretar
reducdo do custo produtivo deste medicamento e ampliar o poder de compra dos governos,
garantindo o acesso universal a um nimero cada vez maior de pacientes (SOARES, 2011).
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PARTE EXPERIMENTAL

Material

Para obtencéo tecnoldgica da forma farmacéutica proposta utilizamos os principios
ativos: ivermectina (IVC), doada pela industria veterinaria Vallée® (validade 12/2012) e
citrato de dietilcarbamazina (DEC), doado pela inddstria farmacéutica Farmanguinhos®
(validade 01/2013); bem como os excipientes: celulose microcristalina, estearato de
magnésio e Butil-hidréxi-tolueno (BHT), fornecidos pela Colorcon® e Megle Excipientes®.

Analise térmica dos farmacos por calorimetria exploratéria diferencial

Na éarea farmacéutica estudos de decomposicdo termica de farmacos e
medicamentos, a avaliacdo de estabilidade, a caracterizacdo térmica de farmacos, a
identificacdo de polimorfos, a determinagdo de pureza e os estudos de compatibilidade de
formulacdes farmacéuticas sdo determinados a partir de técnicas conhecidas com,
Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG) (OLIVEIRA et al.,
2010).

As curvas de DSC dos farmacos foram obtidas por meio de um calorimetro da
marca Shimadzu®, modelo DSC-60, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50mL/min,
sendo a massa das amostras analisadas em torno de 5,0 mg, acondicionadas em cadinhos de
aluminio, nas razdes de aquecimento de 10, 15 e 20°C/mim, até a temperatura de 600°C
(ALENCAR et al., 2006).

As curvas termogravimétricas dos farmacos foram obtidas por meio de
termobalanca Shimadzu®, modelo DTG 60H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50
mL/min, sendo a massa das amostras analisadas em torno de 10,0 mg (x 0,5),

acondicionadas em porta amostra de alumina a 5°C/min até a temperatura de 600°C.

Desenvolvimento de forma farmacéutica comprimido associacdo em dose fixa dos
farmacos citrato de dietilcarbamazina e ivermectina

Apobs a selecdo dos excipientes que ndo apresentaram incompatibilidade com os
farmacos isoladamente ou melhoraram alguma das propriedades dos mesmos, iniciou-se o
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processo de formulacdo do produto. As propriedades reoldgicas inadequadas dos farmacos
poderiam inviabilizar um processo produtivo por compressdo direta, porém, devido ao
baixo aporte de farmacos no medicamento proposto: 50 mg de DEC e 6 mg de IVC foi
possivel a obtencdo dos lotes por esta técnica.

Foram obtidos trés lotes de bancada (tabela 1), dose fixa combinada com uma
planificacdo quantitativa do agente antioxidante (BHT) visando estabelecer a concentragao
necessaria para protecdo dos farmacos frente a possivel degradacdo por oxidagdodos

farmacos.

Tabela 1 - Composigéo dos lotes de bancada ADF — citrato de DEC + IVC.

Composigao LB1 LB2 LB3
DEC 27,8% 27,8% 27,8%
IvVC 3,4% 3,4% 3,4%
Celulose microcristalina 67,8% 67,7% 67,3%
Estearato de Mg 1% 1% 1%
BHT 0% 0,1% 0,5%

Os lotes foram obtidos por compressao direta, utilizando puncdo de 10 mm, cada
lote com 300 g, objetivando comprimido DFC de peso médio de 180 mg, obedecendo a
seguinte sequéncia na producéo:
e A IVC (farmaco critico, devido sua dosagem muito baixa em relacdo ao peso médio
dos comprimidos, 6 mg) foi pesada e adicionada ao misturador;
e O citrato de DEC foi pesado e adicionado, misturando-se por 5 min;
e O BTH (agente oxidante) foi adicionado, misturando-se por 5 min;
e Para garantir a uniformidade da mistura, a celulose microcristalina foi pesada em 2
partes, sendo a primeira adicionada, misturando-se por 5 min, e posteriormente a
segunda parte é acrescentada, misturando-se por mais 5 min;

e Por fim, o estearato de Mg foi adicionado, misturando-se por 5 min.

Controle de qualidade fisico-quimico das formas farmacéuticas obtidas
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Os controles de qualidade foram realizados segundo Farmacopéia Brasileira 52
edicdo (2010).

A avaliacdo do peso médio, em que foi efetuado a média aritmética na pesagem
individual de 20 unidades, retirados ao acaso de uma mesma amostra, em uma balanca
analitica Shimadzu®, AUX 220.

Para o teste de dureza comprimidos foram submetidos a agdo de Dur6metro
Varian®, um aparelho que mede a forca em newtons, aplicada diametralmente, necesséria
para esmaga-lo.

O teste de friabilidade visou determinar a resisténcia dos comprimidos a abrasao,
quando submetidos a acdo mecanica depois de efetuadas 100 rotacdes em friabildmetro,
Vankel®, FRI-001.

O teste de desintegracdo permitiu verificar se comprimidos se desintegram dentro
do limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote foram submetidas a acéo de
desintegrador, Nova Etica®, 301-AC.

Os ensaios de dissolucéo in vitro constituem importante meio de caracterizacdo da
qualidade biofarmacéutica oral, possibilitando o controle da qualidade farmacéutica e o
estabelecimento de correlagdes com os dados obtidos in vivo. O conhecimento e controle
das variaveis que podem influenciar a liberacdo da substéncia ativa bem como a
padronizacdo e consequente calibracdo e validacdo de equipamentos e procedimentos
fortalecem a importancia destes ensaios, tornandoos mais confiaveis, robustos e exequiveis.
A dissolucéo (dissoludor, Varian, modelo VK-7000/7010/750D) foi realizada por meio de
método de dissolucdo adaptado (MANADAS et al., 2002).

O doseamento (cromatégrafico, Shimadzu® Prominence, 228/45001/32, com bomba
de pressdo, LC-20AT) da forma farmacéutica foi realizado separadamente. Para a IVC, o
método foi adaptado de Cione & Silva, 2007-2008, utilizando uma coluna C18 (250 x 4,6
cm, 5 um) a 25°C, como fase estacionaria, metanol:acetonitrila:acido fosforico pH 3
(260:640:100 mL v/v), como fase mdvel, com fluxo de 1 mL.min-1 a 245 nm e volume de
injecdo de 20 pL. Enguanto que, para o citrato de DEC utilizou-se uma coluna octasilano
(C8), de 250 x 4,6 mm e 5um de tamanho de particula, a 30°C, e como fase mével uma

solucdo isocratica de acetonitrila / solucdo de fosfato de potéassio dibasico (20 mM)
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acidificada com &cido fosforico pH 3, na proporcao 1:9 (v/v), com fluxo de 0,8 mL/min a

220 nm, sendo este método previamente desenvolvido e validado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Compatibilidade farmaco:farmaco

Inicialmente, realizou-se um estudo de compatibilidade farmaco-farmaco (citrato de
DEC:IVC), a fim de avaliar possiveis interagfes. O citrato de DEC foi misturado a IVC em
gral com pistilo, com trituracdo e pulverizacdo dos pos por cerca de 5 min, na porporcao
1:1 (p/p). A mistura obtida foi analisada por DSC e TG, em triplicata, para visualizacéo de

seus eventos térmicos, como pode-se observar na figura 1 e 2.

Figura 1 - Estudo de compatibilidade citrato de DEC:1VC (1:1, p/p) por DSC.
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As curvas TG e DSC da mistura binaria dos farmacos IVC e citrato de DEC
demosntraram-se como uma soma dos eventos térmicos das moléculas isoladamanete, ndo
apresentando nenhuma antecipacao ou deslocamento de eventos de fusdo e degradacao dos

farmacos, sendo estes considerados compativeis (BIANCHIN et al., 2010).
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Figura 2 - Estudo de compatibilidade citrato de DEC:I1VC (1:1, p/p) por TG.
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Controles de qualidade

Os resultados dos controles de qualidade aplicados ao produto desenvolvido estéo
apresentados na Tabela 2, confirmando a adequacdo dos comprimidos desenvolvidos as
especificacdes da farmacopeia. A determinacdo do peso para formas farmacéuticas em dose
unitaria, no caso de comprimidos ndo revestidos com 180 mg de peso, deve ser 100,0% +
5,0%. Para o doseamento se manteve a logica dos produtos contendo tais farmacos

isolados, de 90 a 100% realizado com método descrito para I\VVC.

Tabela 2 — Controle de qualiade dos lotes de bancada desenvolvidos.

Controle de e
Qualidade Especificacéo LB1 LB2 LB3
- 900 mg, aceita-se entre
Peso Médio 855 e 945 mg (+ 5%) 181,125 mg 182,125 mg 181,935 mg
15 Kgf, aceita-se de
Dureza 12 a 18 Kgf (+ 2 Kgf) 10,485 Kgf 9,52Kgf 11,62Kgf
Friabilidade <1,5% 0,06% 0,05% 0,02%
Desintegracéo <30 min 22°41” 13°00” 25°03"
Dissolucéo
DEC 0 . 98,82 99,56 99,12
IVC Q =80 % em 30 min 92,76 92,43 90,30
Doseamento

ROLIM, L.A. OBTENGAO TECNOLOGICA DE FORMA FARMACEUTICA ASSOCIAGAO EM DOSE FIXA PARA O
TRATAMENTO DA FILARIOSE LINFATICA E ESTUDO DE ESTABILIDADE FORGADA DOS FARMACOS, 2012.



183

DEC 100%, aceita-se de 90 a 100,99 99,13 100,01
IVC 110% 99,56 99,88 99,71

Para a dissolucdo, uma vez que ndo existem métodos descritos na literatura para
IVC, farmaco critico devido a sua baixissima solubilidade em agua, o ensaio foi executado
com 0 meio suco gastrico simulado (tampdo em pH 1,2 de HCI/NaCl) adicionando-se 0,5
% do tensoativo lauril sulfato de sédio. Na avaliacdo dos lotes obtidos tragou-se o perfil de
liberagdo dos farmacos por 2h sendo possivel observar que a DEC tinha de 90 a 100% de
seu teor dissolvido em 15 minutos e a IVC sO atinge esse mesmo percentual de teor
dissolvido em 30 minutos. Quanto a uniformidade de conteldo, realizou-se através do
doseamento dos componentes ativos de dez doses unitarias para determinar se os farmacos
estdo dentro dos limites especificados, devendo possuir sua uniformidade controlada para
garantir maior seguranca clinica do produto (BRASIL, 2010).

Com os resultados descritos ndo é possivel excluir um dos lotes de bancada, pois
todos os parametros avaliados apresentaram-se dentro das especifica¢cdes determinadas.

Para a finalizacdo do estudo faz-se necessario avaliar a estabilidade dos lotes
obtidos, visto que os farmacos apresentam instabilidade oxidativas (IVC) e hidroliticas
(DEC). Um estudo de estabilidade acelerada em camera de estabilidade a 40°C e 75%UR
encontra-se em andamento, para repeticdo de todos os controles de qualidade realizados no

tempo 0 (zero).

CONCLUSAO

O desenvolvimento do comprimido contendo os farmacos antiparasitarios
associados em dose fixa, citrato de Dietilcarbamazina (DEC, 50 mg) e Ivermectina (IVC, 6
mg), superou todos os desafios tecnoldgicos expostos. O comprimido obtido apresentou
peso final de 180 mg, encontando-se dentro das especificacdes de controle de qualidade
para forma farmacéutica proposta.

A avaliacdo da estabilidade dos lotes obtidos serd de extrema importancia para

selecdo da melhor formulacdo desenvolvida e material de acondicionamento adequado, ja
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que ambos os farmacos utilizados na obtencdo do comprimido para o tratamento da

filariose linfatica apresentam um tipo de instabilidade: oxidativas e hidroliticas.
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7 CONCLUSAO

Devido a disponibilidade de novas estratégias de controle e tratamento da doenca,
pode-se constatar que a filariose pode ser erradicada sem trazer conseqliéncias agravantes
ao paciente, se 0 mesmo receber tratamento adequado. Com isso evidenciou-se que 0
melhor tratamento isolado ainda é fazendo-se do uso da dietilcarbamazina, porém em
lugares que coexista oncorcecose, o melhor farmaco é a ivermectina, se o portador
apresentar tolerancia, ainda pode-se utilizar o ALB. Quanto a areas endémicas, o0 melhor
tratamento em massa se faz da combinacéo dos farmacos DEC e IVC, pois a DEC possui
efeito microfilaricida em larvas jovens, enquanto a IVC em vermes adultos, tornando-o o
tratamento mais eficaz e seguro, sendo comprovado através da diminuicdo significativa da
prevaléncia das microfilarias e infectividade dos mosquitos vetores nos programas
utilizados pela OMS.

As técnicas analiticas utilizadas para caracterizacdo fisico-quimica dos farmacos
citrato de DEC e IVC permitiram um melhor conhecimento sobre a natureza fisico-quimica
dos antiparasitarios, que ajudarédo a fornecer subsidios para o estabelecimento de um perfil
de qualidade detalhado a ser adotado no controle de qualidade de rotina para este farmaco e
para formulac6es que o utilizem. Tais informacgdes sdo imprescindiveis para a padronizacao
e estabelecimento de condi¢des de estabilidade desse farmaco.

O estudo de estabilidade e compatibilidade do citrato de DEC e IVC com diferentes
excipientes foi realizado, inicialmente por DSC, e em uma segunda etapa por técnicas
complementares. Das misturas analisadas por DSC, apenas alguns excipientes indicaram a
existéncia de alguma possivel interacdo. Dessa forma, para as outras analises foram
selecionadas as MB com Tabletose®, representando os excipientes que continham lactose
(Flowlac®, Starlac®, Tabletose®), para o citrato de DEC e IVC, o PVP e o EMg (citrato de
DEC) e Starch®(1\VC).

As analises complementares por FT-IR e DRX ndo apresentaram nenhum indicio de
interacdo entre as MB. Porém, os estudos cinéticos demonstraram uma diminuicdo da
energia de ativacdo das reacfes nas MBs de citrato de DEC e IVC. Os excipientes PVP e 0

EMg (para o citrato de DEC), bem como, amido e lactose (para a IVC) devem ser evitados
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durante o estudo de pré-formulacdo uma vez que foi comprovada a instabilidade dos
farmacos na presenca deles.

As condigdes de degradacdo empregadas no estudo foram suficientes para degradar a
DEC e gerar alguns produtos de degradacdo, os quais foram quantificados por CLAE-DAD
e identificados por CLAE-MS.

A avaliacdo das formas farmacéuticas submetidas a estudo de estabilidade acelerado
evidenciaram a formacdo de 5 produtos de degradacdo, os mesmos advindos da hidrélise e
da oxidacdo. Os resultados obtidos mostraram que a formulacdo distribuida para o
tratamento da filariose linfatica ndo apresenta qualidade adequada, uma vez que 0 método
indicativo de estabilidade foi capaz de detectar 5 produtos de degradagdo, em apenas 3
meses de exposicdo a condigdes aceleradas. Nesse sentido, fica comprovada a importancia
dos estudos de pré-formulacdo, os quais deveriam ser realizados previamente a fim de
avaliar a susceptibilidade da DEC base livre a degradacéo.

Enguanto que as degradacdes da 1VC em solugdo empregadas foram suficientes para
degradar a DEC e gerar produtos de degradacdo, porém o0s mesmos nao foram
quantificados por CLAE-DAD com confiabilidade analitica. O desenvolvimento de um
método indicativo de estabilidade capaz de detectar e quantificar os produtos de degradacao
da IVC se faz necessario, devido ao grande numero de produtos de degradagédo
potencialmente gerados.

Adicionalmente, foi desenvolvido e validado, de acordo com as exigéncias legais
vigentes, um método analitico para quantificacdo da IVC por espectrofotometria de UV-
Vis, que permitira uma analise quantitativa rapida, de baixo custo, com qualidade e
seguranca estatistica desejaveis, sendo uma alternativa vantajosa sobre 0s outros métodos
existentes.

Por fim, o desenvolvimento do comprimido contendo os farmacos associados em
dose fixa, citrato de Dietilcarbamazina (DEC, 50 mg) e Ivermectina (IVC, 6 mg), superou
todos os desafios tecnologicos expostos. Porém, a avaliacdo da estabilidade dos lotes
obtidos serad de extrema importancia para selecdo da melhor formulacéo, ja que, ambos 0s
farmacos utilizados para o tratamento da filariose linfatica apresentam algum tipo de

instabilidade.
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8 PERSPECTIVAS

v Desenvolvimento e validagdo de método analitico para quantificacdo
simultanea dos farmacos na forma farmacéutica desenvolvida;

v Desenvolver método indicativo de estabilidade simultaneo dos farmacos na
forma farmacéutica desenvolvida;

v Realizar o estudo de estabilidade no modelo acelerado, segundo a RE n°
01/2005 (ANVISA) para selecdo do acondicionamento primario e definicdo da composicdo
para a forma farmacéutica proposta;

v Desenvolver uma formulacdo de dose Unica adulto (DEC 420 mg + IVC 28
mg) propondo uma forma farmacéutica diferente, em cépsula gelatinosa dura, devido ao
grande aporte de farmacos com caracteristicas desfavoraveis a compresséo;

v Realizar ensaio pre-clinico para avaliagio da forma farmacéutica
desenvolvida na erradicagdo da microfilaremia em animais infectados com a filariose
linfatica em parceria com o Grupo de Pesquisa em Filarioses: Filariose Linfatica - Prof. Dr.

Gilberto Fontes.
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Abstract Diethylcarbamazine citrate (DEC) is the main
drug used in the lymphatic filariasis treatment. This stdy
aimed to evaluate drug-excipient compatibility of binary
mixtures (BMs) (1:1, w/w), initially by differential scan-
ning calorimetry (DSC), and subsequently, if there were
any interaction evidence, by complementary technigues,
such as thermogravimetric (TG), non-isothermal kinetics,
Fourier transform infrared (FT-IR), and X-ray diffraction
(XRD). For the analyses of the BMs by DSC, we selected
those with Tabletose®, representing the excipients con-
taining lactose, polivinilpirrolidona (PVP), and magnesium
stearate (MgS). The additional analyses by FT-IR and XRD
showed no interaction evidence. The TG curves of DEC—
Tabletose® showed no signs of interaction, unlike the TG
curves of PVP and MgS, confirming the results of non-
isothermal kinetics, in which the BMs with PVP and MgS
decreased the reaction activation energy. Thus, it was
concluded after evaluation that the excipients, especially
the PVP and MgS, should be avoided.

Keywords Thermal stability - Drug-excipient
compatibility - Thermal analysis - Diethylcarbamazine
citrate

L. L. Chaves - L. A. Rolim - M. L. C. M. Gongalves -

A. C. C. Vieira - L. D. 8. Alves - M. F. R. Soares -

1. L. Soares-Sobrinho (&) - P. J. Rolim-Neto

Department of Pharmaceutical Sciences, Pemambuco Federal
University, Rua Arthur de Sa, /n, Recife, PE 50740-521, Brazil
e-mail: joselamartine @hotmail.com

M. C. A Lima

Department of Antibiotics, Pernambuco Federal University,
Rua Arthur de Sa, s/n, Recife, PE 50670-910, Brazil

Published online: 08 November 2012

Introduction

Lymphatic filariasis (LF) is one of the major causes of
acute and chronic morbidity that affects the population of
tropical and subtropical areas of Asia, Africa, Western
Pacific, and some regions of America. It is estimated that
over 1.2 billion people live in areas at risk of disease and
among the 120 million of real cases, 91 % are caused by
the worm Wuchereria bancrofti [1-3].

The diethylcarbamazine (DEC) is the main drug used in
the treatment program against LF. Although the mecha-
nisms of action of the drug are still unknown, some studies
suggest that its action may be mediated by platelets, which
may induce an inflammatory reaction through the release of
histamine [4-6].

The DEC, [N,N-diethyl-4-methylpiperazine-1-carbox-
amide], is a piperazine derivate, synthesized as a citrate salt
(Fig. 1) because of its increased stability compared with
the free base. It appears as a white powder soluble in water
with a molecular weight of 391.42 g mol™" [3, 7, 8].

The study of drug-excipient compatibility is an impor-
tant stage in the preformulation studies during the devel-
opment of pharmaceutical forms. Indeed, potential physical
and chemical interactions between drug and excipients can
affect the chemical nature, stability, and bioavailability of
drugs and, consequently, its effectiveness [9-14].

Different methods are reported in the studies of drug-
excipient compatibility and stability. However, the differen-
tial scanning calorimetry (DSC) has proven to be an important
tool at the forefront of any solid dosage form preformulation
study to quickly obtain information about possible interac-
tions among the formulation components—according to
appearance, shift, or disappearance of the endothermic or
exothermic peaks, and/or variations in the enthalpy values in
thermal curves of drug—excipient mixture [9, 12, 13, 15, 16].
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