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RESUMO

A ivermectina (IVC) é um farmaco utilizado com objetivo de interromper a transmissdo do
parasito e erradicar as microfilarias. A filariose € uma doenca endémica, considerada
potencialmente erradicavel pela Organizacdo Mundial de Sadde (OMS). Apesar disso, 0
indice de resisténcia ao tratamento individual é grande, sendo recomendado um tratamento em
massa da populagdo em &reas endémicas com doses individuais de IVC. Na terapia em massa,
a ingestdo prolongada deste fa&rmaco pode levar ao seu acimulo no organismo, podendo esse
sofrer uma série de reacGes inesperadas em condi¢Bes organicas como oxidacles, hidrdlises
acidas, basicas ou neutras, podendo ainda em condi¢cdes de armazenamento e estocagem,
sofrer termo e fotodegradacdo. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi realizar o
estudo de caracterizacdo e estudo de degradacdo da I\VVC. Apesar do seu uso consagrado no
tratamento da filariose linfatica, pouco se sabe a respeito de sua estabilidade. Inicialmente
obtiveram-se varios perfis analiticos como: perfis térmicos, difratométricos, morfoldgicos e
reoldgicos, através de técnicas especificas e o estudo de degradacdo. Utilizando as técnicas
supracitadas foi possivel realizar um estudo de compatibilidade IVC: excipientes (utilizados
em formas farmacéuticas sélidas), 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
IVC. O estudo de degradacédo foi realizado pela aceleracdo das reacdes de degradacdo do
farmaco IVC utilizando condicgdes de estresse hidrolitico basico (NaOH 1M) acido (HCI 1M),
neutro (H,0), oxidativo (H,O, 3%) e fotolitico (com associacdo de ldampadas ultravioleta e
branca fria) as quais foram avaliadas por CLAE-DAD N&o foi possivel calcular as cinéticas
de degradacdo da I\VVC sob condicGes 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 (solucdo 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-elui¢do dos PDs da 1VC no método

desenvolvido.

PALAVRAS CHAVE: Ivermectina, Propriedades Fisico-quimicas, Estudo de Estabilidade
Forcada.



ABSTRACT

Ivermectina (IVC) is a drug used in order to interrupt transmission of the parasite and
eradicate the microfilariae. Filariasis is endemic, ineradicable potentially considered by the
World Health Organization (WHO). Nevertheless, the rate of resistance to individual
treatment is great, being recommended mass treatment of the population in endemic areas
with single doses of IVC. In mass therapy, prolonged intake of this drug can lead to its
accumulation in the body, this can undergo a series of unexpected reactions in organic
conditions such as oxidation, acid hydrolysis, basic or neutral, and can still storage conditions
and storage, term suffering and photobleaching. Given the above, the aim of this work was the
study of characterization and degradation study of CVI. Despite its established use in the
treatment of lymphatic filariasis, little is known about their stability. Initially we obtained
several analytical profiles as thermal profiles, difratométricos, morphological and rheological
through specific techniques and degradation study. Using the techniques described above it
was possible to realize a compatibility study CVI: excipients (used in solid dosage forms) that
showed a mismatch of CVI with lactose and starch. Based on these results the development of
novel dosage forms, as well as quality control of the forms already on the market can be made
more rationally, with a better understanding of the characteristics of IVC.O degradation study
was performed by the acceleration of the reactions CVI degradation of the drug using basic
hydrolytic conditions of stress (1M NaOH) acid (1M HCI), neutral (H20), oxidative (3%
H202) and photolytic (with associated UV lamps and cool white) which were evaluated by
HPLC -DAD was not possible to calculate the degradation kinetics of CVI under hydrolytic
conditions due to the time period measured, but since there was a significant decay of CVI
when subjected to photodegradation can calculate the first-order kinetics for this condition.
Tablets CVI 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 coelution of PDs in the CVI

method developed .

KEY-WORDS: lvermectin, Physico-chemical Stability Study Forced.
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1 INTRODUGCAO

A filariose linfatica (FL) € uma doenca parasitaria cronica, endémica das regides
tropicais da Asia, Africa, América Central e do Sul, causada pelo verme nematéide
Wuchereria bancrofti, sendo também conhecida como bancroftose. Sua transmissao se da pela
picada da fémea do mosquito Culex quinquefasciatus infectado com larvas do parasito. Os
vermes adultos presentes se desenvolvem e causam lesdes nos vasos linfaticos, e serdo
responsaveis pelo quadro clinico que se apresentard (DREYER et al 2005). A Organizacéo
Mundial da Sadde considera a filariose linfatica como sendo potencialmente erradicavel e
planeja elimina-la por meio de programas de administracdo em massa de medicamentos.
(OMS, 2012)

A administracdo em massa da ivermectina (IVC) representa um ponto critico no
tratamento da filariose uma vez que a sua ingestdo prolongada pode levar ao acumulo no
organismo, e sofrer uma série de reacOes inesperadas em condi¢des organicas como
oxidacdes, hidrdlises. Tais reacOes e a fotodegradacdo podem ocorrer in vitro em condicdes
especiais de armazenamento e estocagem. Estas possiveis reacdes podem ser mimetizadas
pelo “estudo de estresse” que é definido como um teste de estabilidade para farmacos e
medicamentos sob condigdes extremas. S&o testes importantes, pois podemos identificar e
guantificar o farmaco e seus produtos de degradacdo, as quais serdo Uteis para o
desenvolvimento do método indicativo de estabilidade. Esse método, posteriormente, podera
ser utilizado para o doseamento de formas farmacéuticas submetidas a testes de estabilidade
acelerada e de acompanhamento, garantindo a seguranca e eficacia do medicamento.
(CHAVES, 2012).

Alguns estudos, como o realizado por (Singh & Bakshi 2000), propdem um sistema
para classificacdo de farmacos tomando como base o comportamento da estabilidade do
mesmo diante de variacdes nas condi¢es submetidas, o qual servird para desenvolvimento
das metodologias utilizadas na execucdo deste projeto Existem na literatura métodos para
quantificacdo de IVC e suas impurezas (USP, Britanica). Neste sentido, foi realizado, a partir
de diferentes técnicas, a caracterizacdo fisico-quimica do IVC, o estudo de degradacdo
forcada do farmaco. Com os resultados dos estudos realizados e das caracteristicas do
farmaco, a qual forneceu informagdes de relevancia técnica-cientifica e social, constituindo

dessa forma um avango com controle de qualidade da ivermectina.

SANTOS, F.C. Estudo de Pré-formulacdo da Ivermectina: Caracterizacdo e Estabilidade do
Farmaco, 2013.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo e estudo de Estabilidade da ivermectina (IVC), no estado

solido e em solucgéo, em condicdes forcadas, contribuir com controle de qualidade da I\VVC.

2.2. Objetivos Especificos

v Caracterizacdo fisico-quimica da matéria prima, 1VC;

v Realizacdo de estudo de estabilidade e pré-formulacédo da IVC com excipientes
por diferentes técnicas analiticas;

v Realizacdo de estudo de degradacdo da IVC em solugdo sob condic¢des acida,

basica e neutra, oxidativas, termoliticas e fotoliticas;

SANTOS, F.C. Estudo de Pré-formulacdo da Ivermectina: Caracterizacdo e Estabilidade do
Farmaco, 2013.
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CAPITULO |

REVISAO
BIBLIOGRAFICA

SANTOS, F.C. Estudo de Pré-formulacdo da Ivermectina: Caracterizacdo e Estabilidade do
Farmaco, 2013.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Filariose Linfatica

A Filariose Linfatica (FL) também conhecida como bancroftose é considerada um
importante agravo de salde publica no mundo e uma das principais causas de deformidade e
incapacidade fisica que podem levar a excluso e estigma sociais. E uma doenca parasitaria
que atinge o sistema linfatico, sendo a principal causa de elefantiase e hidrocele, responsavel
por importantes perdas econdmicas em paises de Clima tropical e subtropical, em continentes
como Asia, Africa, América central e do Sul com 120 milh@es de individuos infectados. E, no
entanto, uma das seis doencas potencialmente erradicaveis no mundo a (OMS, 2012;
BONFIM, 2002; ROCHA, 2004, BOCKARIE, ET al. 2009; DREYER, MATTOS &
DREYER, 2008)

Em 1993, a Forca tarefa para erradicacdo de doencas elegeu a FL como uma das seis
doencas potencialmente elimindveis. Em maio de 1997, a Assembléia Mundial de Saude
consolidou essa resolucédo, anunciando a eliminagéo global da filariose como um problema de
salde publica (WHO, 1997). Sendo neste mesmo ano estabelecido pela OMS que o controle
da FL seria baseado em dois grandes pilares: a interrupcdo da transmissao, (através do
tratamento em massa das popula¢cfes endémicas) e do controle da morbidade. (BOCKARIE,et
al., 2009; DREYER, DREYER, NOROES, 2002; OTTESEN, et al. ,2008; RAMAIAH,
VANAMAIL, PANI, 2007).

A FL é causada pelo verme nematdide Wuchereria bancrofti, sendo suas larvas
transmitidas aos seres humanos através da picada de mosquitos da espécie Culex
quiquefasciatus infectados por larvas, provenientes do sangue de uma pessoa infectada. Uma
vez no homem, as larvas infectantes migram pelo organismo através dos vasos linfaticos,
desenvolvendo-se em vermes adultos, até atingirem seus locais de permanéncia definitiva,
onde reproduzem e geram novas microfilarias. O grande numero de Microfilarias na corrente
sanguinea provoca danos severos e inchagos no corpo, causando o linfoedema, também
conhecido como elefantiase (LIMA, 2006; RIBEIRO, 2011; SILVA, 2010).
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Estas larvas circulam no sangue periférico durante o periodo noturno ou diurno
segundo sua determinacdo genética. (LIMA, 2006; RIBEIRO, 2011; SILVA, 2010). Durante
sua circulacdo no sangue periférico, as microfilarias sdo sugadas pelo hospedeiro
intermedidrio (mosquito vetor de varias espécies) e sofrem maturacdo, podendo
posteriormente ser inoculadas em outro hospedeiro definitivo (o homem) reiniciando assim o
ciclo (MELO et al, 2004). O numero de microfilarias presentes no sangue periférico
(densidade microfilarémica) varia muito entre as regides, e entre os individuos, dependendo
primariamente do nivel de transmissibilidade da infeccdo, além de outros fatores. Para que
uma pessoa se torne portadora da filariose € necessario que ela seja exposta intensa e
prolongada mente a picadas de mosquitos infectados com larvas no estagio trés (L3) (WHO,
2007; DREYER G. MATTOS D. & NOROES 2005; GEARY, 2005)

O vetor até agora identificado como o principal transmissor da doenca no Brasil, o
Cores quinquifasciatus, possui uma grande capacidade de adaptacdo as areas urbanas e semi-
urbanas que o caracteriza como a espécie entre todas as outras, que tem maior importancia
epidemiolégica (MELROSE et al., 2004). Reproduz-se em aguas poluidas e estagnadas, com
alto teor de matéria organica como: fossas sépticas, canais e canaletas, nos quais sao
diretamente despejados os dejetos humanos. Portanto a precariedade das condi¢des sanitarias
é uma grande aliada para a proliferacdo do inseto (REGIS et al; 1996; MEDEIROS et al,
2003). Atualmente, no Brasil, a parasitose apresenta distribui¢do 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 apresenta indices de microfilaremicos variando de 2%
ate 15%, em comunidades de baixo nivel socioeconémico. A populagdo 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 socioecondmico sendo 1.600.000 a
populacdo da area endémica de FL e estimados em 30.000 o nimero de microfilarémicos.
(BRASIL, 2009; LIMA, 2006; SANTOS, 2005)

Belém do Pard (Regido Norte) e Maceid (Regido Nordeste) sdo cidades que ate
recentemente também eram focos ativos no Brasil e, pelos dados atuais, mostram a

interrupcao da transmissdo da parasitose (BRASIL 2009).
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A prevaléncia da infecgdo aumenta durante a infancia e tende a se estabilizar no inicio da
fase adulta e é mais alta entre individuos do sexo masculino, na populacéo de 20 a 40 anos de
idade. 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 regido ocidental do Pacifico e no sudeste da Asia. As Américas
representam 0,3% da prevaléncia global € o pais com maior nimero de casos e o Haiti,
seguido pela Republica dominicana, pela guiana Inglesa e pelo Brasil. A maioria dos
microfilarémicos ndo tem sintomatologia aparente, porem funcionam como fonte de infeccéo
e, do ponto de vista epidemioldgico, necessitam de atencdo para evitar a dispersdo da
parasitose (MATTOS & DREYER, 2008; BRASIL, 2009).

O tratamento da FL pode ser individual ou em massa da populacdo, com o objetivo de
interromper a transmissdo. O tratamento antifilarial est4 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
bancrofitose. O farmaco de escolha para o tratamento individual é a dietilcarbamazina (DEC).
Para o tratamento em massa, a ivermectina na administracdo anual evidenciou uma reducéo
da prevaléncia da microfilaremia na populacdo humana, assim como o indice de infectividade
dos mosquitos vetores (DREYER, DREYER, NOROES, 2002; MERLOSE, 2004).

O desenvolvimento de metodologias de diagnostico individual e de tratamento em
massa tem proporcionado a Organizacdo Mundial de saide (OMS) executar o programa de
erradicacdo global da FL (BOCKARIE, et al., 2009; DREYER, DREYER, NOROES, 2002;
OTTESEN, et al. 2008; RAMAIAH, VANAMAIL, PANI, 2007).

3.2. lvermectina

As avermectinas sdo produtos obtidos por fermentacdo de fungos do género
Streptomyces e apresentam em sua estrutura quimica uma lactona macrociclica ligada a dois
acucares (BARRAGRY, 1987). Dentro desse grupo de avermectinas estd a ivermectina,

comercializada pela primeira vez em 1981 pela empresa Merck Sharp and Dohme como um
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agente antiparasitario. Ela consiste em uma mistura de duas avermectinas, sendo cerca de
80% ivermectina B1l, e 20% de ivermectina Blp, fisicamente apresentam-se como um
farmaco pouco soluvel de estrutura cristalina (classe Il na classificacdo biofarmacéutica),
todos estes pontos criticos devem ser trabalhados na obtengdo tecnoldgica de formas
farmacéuticas. Figura 1 (GONZALEZ CANGA et al., 2009).

Figura 1- Estrutura Quimica da lvermectina (European, 2007)

Hac HSC
) o}
H,CO H,CO
HsC”
CHs
CHs
Bla R =
CHs
Blb R = CH,

R = CH,CHjs Ivermectina B1,(5-O-dimetil-22,23-di-hidroavermectina A 1,)
R = CH3; Ivermectina B1,(5-O-dimetil-25-di(1-metilpropil)-25-(1-metiletil)-
22,23-di-hidroavermectina Al,)

O mecanismo de acdo da ivermectina ocorre pela ativacdo dos canais de cloro
controlados tanto por glutamato quanto pelo acido gama-aminobutirico (GABA). A abertura
dos canais de cloro permite o influxo de ions cloreto que promovem a paralisia da
musculatura e morte do parasita, estes canais estdo presentes somente nos invertebrados, o
que justifica a atividade apenas nos parasitas (ARENA et al., 1995; GEARY, 2005).

A ivermectina (mistura das avermectinas Bla e B1b) é um pd cristalino branco ou
quase branco, praticamente insolivel em agua, livremente solivel em diclorometano e soluvel

em etanol. Possuem como férmulas moleculares C48H74014 para a ivermectina Bla e
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C47H72014 para a ivermectina Blb, com pesos moleculares de 875 e 861 g.mol-1,
respectivamente (EUROPEAN, 2007).

A ivermectina é um farmaco utilizado na medicina contra parasitoses humanas, e seu
emprego tem-se intensificado. Possui atividade farmacoldgica contra uma série de parasitas
que inclui wuchereria bancroft.

A ivermectina é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, atingindo uma
concentracdo maxima no sangue cerca 4 horas apos a ingestao oral. Sua metabolizacgéo é feita
pela CYP3A4-hepatica em aproximadamente 10 metabodlitos, que em sua maioria séo
derivados hidroxilados e desmetilados. O farmaco e os seus metabdlitos tém sua excre¢do
quase exclusivamente feita pelas fezes, e essa excrecdo se da de forma quase inalterada.

Menos de 1% da dose administrada é eliminada pela urina e menos de 2% no leite materno.

3.3. Caracterizacado de farmacos

Cada farmaco possui caracteristicas importantes que precisam ser estudadas, dentre as
quais se destacam solubilidade, coeficiente de parti¢do, dissolucéo intrinseca, forma fisica de
apresentacdo e estabilidade. A avaliacdo dessas propriedades pode ser realizada através de
diversas técnicas analiticas que, em geral, sdo especificadas ha monografia de cada farmaco
disponivel em compéndios oficiais. Dentre elas ressalta-se a analise térmica; difragdo de
raios-X; técnicas espectrométricas, microscopicas, cromatogréficas, entre outras (HUANG,
TONGB, 2005; SOARES-SOBRINHO, et al., 2010b; NERI, et al., 2008). A fim de
desenvolver um medicamento robusto, ou seja, com parametros de qualidade seguranca e
eficacia bem definidos e assegurados, a industria farmacéutica durante o desenvolvimento,
deve levar em consideracdo as propriedades biofarmacéuticas (SAXENA, et al., 2009; YU,
2008).

A farmacotécnica possibilita incluir ou veicular farmacos em uma formulagdo estavel,
dando origem a uma forma farmacéutica adequada a via de administracdo proposta e ao
objetivo terapéutico do medicamento. A pré-formulgdo é a primeira etapa no
desenvolvimento racional de formas farmacéuticas e tem como objetivo fornecer o
conhecimento necessario para o desenvolvimento racional de formulagdes e a producdo de

uma forma farmacéutica estavel e efetiva, auxiliando a prevencdo de muitos eventos
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subsequentes a sua producdo (GOPINATH, NAIDU, 2011; LAGRANGE, 2010; MAMEDE
et al., 2006).

No desenvolvimento de formulagGes, é essencial conhecer as caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco isolado ou associado a adjuvantes, o que constitui uma fase de transicao
entre as etapas quimicas e tecnologicas. Nesta fase é possivel obter informacdes sobre a
compatibilidade entre principios ativos e excipientes, sobre a estabilidade do farmaco e da
formulacdo, além da biodisponibilidade a partir da forma farmacéutica, seu prazo de validade,
e até mesmo seu processamento industrial (BERTOL, et al, 2010; PERES-FILHO, et al.,
2011; SAXENA, et al., 2009; SOARES-SOBRINHO, et al., 2010a).

3.4. Solubilidade

A taxa de solubilidade e dissolucdo de insumos farmacéuticos ativos é de grande
importancia em estudos de pré-formulacéo de produtos, principalmente para os medicamentos
administrados por via oral. Para que a absorcdo do farmaco ocorra é necessario que as suas
moléculas estejam em solucdo no local de absorcdo, portanto, a solubilidade em &gua é um
critério importante na sintese de farmacos e desenvolvimento de medicamentos. Durante o
processo inicial de triagem de novas moléculas, os candidatos com baixa solubilidade em
agua podem ser excluidos das etapas subsequentes, pela grande probabilidade de falha em
estagios tardios. (SAXENA, et al., 2009; ZAKERI-MILANI, et al. 2009).

Considerando a constituicdo aquosa dos liquidos corporais, a solubilidade de um
farmaco dependera de suas propriedades moleculares e de sua capacidade de formar pontes de
hidrogénio com as moléculas de agua. Além das propriedades moleculares, que conferem
hidrossolubilidade e/ou lipofilicidade, outros fatores afetam a dissolu¢do dos farmacos, como
pka, pH, forma cristalina, distribuicdo granulométrica, entre outros (BONAMICI, 2009;
DEZANI, 2010; YU, 2008).

Considerando que aproximadamente 95% dos farmacos disponiveis atualmente sdo

acidos ou bases fracas, os pardmetros ph e pk, serdo determinantes no processo de dissolugdo
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e, portanto na absorcdo. Alteragbes no pH durante a dissolucdo podem afetar
significativamente a biodisponibilidade (SACHAN, et al., 2009).

Um estudo recente estima que 80-90% de compostos organicos sao capazes de existir
em formas polimorficas, capazes de originar diferencas significativas nas propriedades fisico-
quimicas do composto, como por exemplo, ponto de fusdo, densidade, morfologia e
solubilidade e, por conseguinte, afetar a estabilidade fisica e quimica, a biodisponibilidade, a
processabilidade durante a fabricacéo e o produto acabado (CHIENG, et al., 2011).

Do mesmo modo, a granulometria de um pd, ou seja, o tamanho das particulas,
também influencia a solubilidade e a velocidade de dissolucdo, afetando diretamente a
biodisponibilidade do farmaco. Particulas menores tendem a se solubilizar mais rapidamente
devido ao aumento da area superficial exposta ao solvente e, assim, a velocidade de
dissolucédo é maior (YU, 2008).

Além das caracteristicas fisico-quimicas, os fatores fisioldgicos e relacionados as
caracteristicas farmacéuticas influenciam na velocidade e extensdo da absorcéo, parametros
qgue fundamentam o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB). O SCB divide os
farmacos em classes de acordo com suas caracteristicas de solubilidade e permeabilidade.
Hoje, a descoberta de substancias com alta lipofilicidade e baixa solubilidade aquosa é um
problema cada vez mais comum no desenvolvimento de novas formulagdes administrada por
via oral, visto que a maioria dos medicamentos registrados pertence ao SCB classe Il (alta
permeabilidade, baixa solubilidade) ou IV (de baixa permeabilidade, baixa solubilidade)
(LEHTO, et al., 2011; SACHAN, et al., 2009).

A Tabela 1 mostra como o SCB pode ajudar no desenvolvimento de formas
farmacéuticas com opgbes de forma e dosagem para superar as limitagbes de baixa
solubilidade, baixa permeabilidade ou instabilidade. Em geral, os farmacos de classe |
apresentam menos desafios durante o desenvolvimento. Os farmacos de classe Il do SCB
podem ser facilmente formulados. A méa absor¢do de farmacos da classe Il do SCB pode ser
superada com tecnologias aplicadas a formulacdo. A liberacdo de farmacos da classe IV do
SCB é muito desafiadora. Farmacos de classe V, uma nova classe estabelecida para fins de
desenvolvimento consiste em farmacos com significativa degradacdo pré-sistémica no trato

grastrintestinal. Apesar de o revestimento entérico ser uma técnica razoavelmente bem-
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sucedida na protecdo de farmacos da degradacdo no estdbmago, esta técnica pode resultar em
significativa variabilidade de perfis de concentracdo plasmatica (YU, 2008).

Tabela 1 - Impacto do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) no desenvolvimento de formas
farmacéuticas.

Classificacéo Impactos

-Sem grandes desafios para formas de
liberagdo imediata.

Classe 1. Alta  solubilidade, alta -Formas farmacéuticas de liberagao
permeabilidade controlada podem ser necessérias para limitar
o rapido perfil de liberacao.

Metodologias empregadas para reduzir
problemas na taxa de dissolucao:

-Reducéo de tamanho de particulas
] N -Formacao de sais
Classe Il: Baixa solubilidade, alta
permeabilidade -Formas metaestaveis
-Dispersédo Solida
-Complexagéo

-Tecnologias com lipidios

Alternativas para melhorar a solubilidade:
-Pré-farmacos
Classe Ill: Alta solubilidade, baixa -Pareamento idnico
permeabilidade N
-Promotores de permeacao

-Bioadesivos
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Classificagéo

Impactos

Classe IV: Baixa solubilidade, baixa

permeabilidade

-Para essa classe, é apropriado combinar
alternativas para superar problemas de
solubilidade e permeabilidade dos farmacos

Classe Il e Classe IlI.

-Estratégias para uso oral muitas vezes nédo

sdo eficazes.

-Utilizagdo de  formas  farmacéuticas

alternativas.

Classe V: Metabolizaveis ou quimicamente

instaveis

-Alternativas para amenizar ou evitar

instabilidade:
-Pro-farmacos
-Revestimento entérico
-Veiculos lipidicos
-Inibidores enzimaticos
efeito de

-Liberacdo linfatica (evitar

primeira passagem)

-Pré-farmacos lipidicos.

%Compostos da classe V ndo pertencem ao SCB. Compostos desta classe podem ter

solubilidade e permeabilidade aceitavel, mas ainda podem causar desafios na absorcao

significativa se forem submetidos a degradagdo luminal e significativa eliminacdo pré-

sistémica.

Fonte: Adaptado de YU, 2008.
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3.5. Polimorfismo

Polimorfismo € a habilidade de um farmaco existir em duas ou mais formas cristalinas
com diferentes conformagdes moleculares. Podem existir na forma de solvatos (formas
cristalinas que contém quantidades estequiométricas de um solvente), hidratos (quando o
solvente dos solvatos é agua) e amorfos (arranjos moleculares desordenados) (STORPIRTIS,
et al., 2009).

A existéncia de formas polimérficas do farmaco pode afetar a desempenho da forma
farmacéutica através da alteracdo de sua biodisponibilidade ou estabilidade. Além disso, este
fendmeno pode afetar a reprodutibilidade dos lotes industriais, tanto na producdo do farmaco
como do medicamento (COSTA, 2005).

FormulacGes onde se encontra o farmaco parcialmente cristalino e amorfo sdo muito
mais sollUveis que as que contém o farmaco altamente cristalino. Esta propriedade pode ser
utilizada para promover um efeito terapéutico mais rapido do medicamento, aumentando a
velocidade de dissolugdo e a absorcdo do farmaco. Por outro lado, formulagGes contendo
formas amorfas sdo menos estaveis e, geralmente, apresentam riscos de cristalizacdo durante
0 processo produtivo e durante seu periodo de armazenamento. Tais produtos sdao em geral
muito reativos e pouco estaveis quando expostos ao estresse mecanico e térmico, e muito
suscetivel a absorcdo de umidade. (HUANG, TONG, 2004; OLIVEIRA, YOSHIDA,
GOMES, 2011).

O polimorfismo pode interferir em todas as formas farmacéuticas, e essa interferéncia
é devido as variacbes que cada forma polimérfica apresenta. As propriedades que podem ser

afetadas pelo polimorfismo estédo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas afetadas pelo polimorfismo.

Propriedades de empacotamento  Propriedades espectroscépicas

- Transicdes eletronicas UV-VIS
- Volume molar e densidade

- Indice de refracéo - Transicdes vibracionais IR-RAMAN
- Condutividade térmica e elétrica - Transigdes rotacionais IR-Lejano

- Higroscopicidade - Transic¢des spin nuclear RMN
Propriedades Termodinamicas Propriedades cinéticas

- Velocidade de dissolugéo
- Temperatura de fusdo e sublimacao

- Energia interna ou entropia - Velocidade de reacdo de estado sélido

- Capacidade calorifica - Estabilidade

- Potencial quimico e energia livre _ o
Propriedades superficiais

- Atividade termodinamica - Energia livre de superficie
- Presséo de vapor - TensOes interfaciais
- Solubilidade - Forma cristalina

Propriedades mecanicas
- Dureza, compatibilidade e compressibilidade

- Reologia, tensdo superficial, propriedades de mistura.

Fonte: STORPIRTIS, et al., 2009.
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3.6. Anélise Térmica

Os métodos termo analiticos tém sido amplamente utilizados na area farmacéutica para
avaliacdo de compatibilidade, caracterizacdo térmica, determinacdo da pureza e quantificacdo
de farmacos e excipientes. Varios estudos descrevem a aplicacdo da Termogravimetria (TG),
analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC), na
identificacdo, determinacdo da estabilidade e decomposicdo térmica de inUmeros insumos
farmacéuticos ativos (OLIVEIRA, et al., 2010; SOARES-SOBRINHO, 2010; SOVIZI, 2010;
TITA, et al., 2010).

Essas técnicas formam um conjunto de métodos pelos quais as propriedades de uma
amostra sdo medidas em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra € submetida,
em um sistema controlado, a altas temperaturas sob uma atmosfera especifica. Sdo estratégias
relativamente simples para estudos de intermediérios de sinteses e mostra-se Uteis no estudo
de farmacos, tanto em analises de rotina na industria farmacéutica, quanto em estudos de pré-
formulacéo, visando a obtencdo e triagem de formulacGes mais estaveis (RODRIGUES, et al.,
2008; RAMIREZ, 2010; BAZZO, SILVA, 2005)

Nesse contexto, medir e registrar o fluxo de calor durante o processo de fusdo por
meio do DSC torna-se uma forma préatica para a geracdo de dados como: pureza da amostra,
entalpia de fusdo e da temperatura de fusdo. A determinagdo do ponto de fusdo vem sendo
bastante empregada como método de avaliacdo do grau de pureza de farmacos, pois, nesta
avaliacdo, quanto maior a concentra¢do de impurezas na amostra, menor € o ponto de fusdo e
mais larga € sua faixa (OLIVEIRA, et al., 2011; RODRIGUES, et al., 2005; TITA, et al.,
2010).

3.7. Reologia e granulométrica

Os po6s sdao muito difundidos na industria farmacéutica, pela sua seguranca e

viabilidade da produgdo de capsulas e comprimidos. Porém, suas caracteristicas de mistura,
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compresséo e fluxo devem ser analisados, pois fatores como: densidade, tamanho e forma da
particula podem influenciar no seu processo fabril. Ao examinar as propriedades de fluxo de
um pd € interessante avaliar seu comportamento, principalmente antes do inicio de sua
producio (AULTON, 2005; LIMA, et al., 2011; MOTHE, et al., 2006;).

Dessa forma, no desenvolvimento de uma nova formulacdo, deve-se dar atencdo a
fatores capazes de retardar ou acelerar o processo de disponibilizacdo do farmaco no
organismo, dentre eles: tamanho da particula, tempo de desintegracéo, dissolucdo, presenca de
excipientes hidrofébicos e/ou hidrofilicos, propriedades fisico-quimicas, reoldgicas, dentre
outras. O conhecimento dessas propriedades torna-se importante para 0S iINSUMOS
farmacéuticos por influenciarem diretamente na sua preparacao e desenvolvimento, uma vez
que este processo envolve a utilizacdo de maquinas e equipamentos que podem levar a uma
perda de material, com posterior comprometimento do produto final (VIANA, et al., 2006;
STORPIRTIS, et al., 2009).

A analise granulométrica tem por finalidade obter dados sobre o tamanho, a
distribuicdo e a forma das particulas. Devido a maioria dos insumos farmacéuticos
apresentarem-se sob a forma sélida, avalia-se o farmaco e os demais componentes que serdo
utilizados na formulacéo (LU, ROHANI, 2009; STORPIRTIS, et al., 2009).

A distribuicdo granulométrica do pé afeta a producdo de medicamentos nas etapas de
mistura e enchimento dos equipamentos, além de interferir em sua estabilidade e eficacia
terapéutica. Se os pos, quando apresentarem tamanhos diferentes de particula, deverdo possuir
diferentes propriedades de fluxo e empacotamento, as quais se correlacionam com a sua
velocidade de dissolucdo, pardmetro que merece atencdo especial, além de um controle
rigoroso (AULTON, 2005; LIMA, et al., 2011).

3.8. Estabilidade de farmacos e medicamentos

Nas ultimas décadas, a avaliagdo da estabilidade de produtos farmacéuticos tem
recebido atencdo especial tanto pelas agéncias reguladoras como pelas industrias

farmacéuticas. A primeira, sob uma perspectiva de supervisdo e de regulamentacao, objetiva
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avaliar a eficacia e seguranca do medicamento, a fim de manter e / ou restaurar a satde. Em
contrapartida, as industrias farmacéuticas objetivam, além da eficacia e seguranca, a questao
econbmica, uma vez que desvios na qualidade do produto podem gerar um custo muito
elevado, no caso de recall do produto, por exemplo. (KOVARIKOVA, et al., 2004; SOARES,
2011; SOMMA, 2007).

A estabilidade de um farmaco ou medicamento é definida como a capacidade do
produto em manter as mesmas condicOes e caracteristicas que possuia quando da época de sua
fabricacdo dentro dos limites especificados durante todo o periodo de estocagem e uso. Pode
também ser definida como o periodo de tempo compreendido entre 0 momento no qual o
produto esta sendo fabricado, até o qual sua poténcia esta reduzida a ndo mais que 10%, desde
que os produtos de degradacgéo estejam todos seguramente identificados e seus efeitos sejam
previamente reconhecidos (BRASIL, 2005; ROLIM, 2010; SILVA, et al., 2009; SOARES;
2010).

O monitoramento da estabilidade de medicamentos é um dos métodos mais eficazes
para avaliacdo, previsao e prevencdo de problemas relacionados a qualidade do produto
durante seu tempo de validade. Além disso, a seguranca e a eficacia dos farmacos podem ser
avaliadas através da formacdo de produtos de degradacdo a partir dos estudos de estabilidade,
que podem gerar perda de sua atividade terapéutica ou toxicidade (CARVALHO et al., 2005;
KOVARIKOVA, et al., 2004; SEHRAWAT, MAITHANI, SINGH, R, 2010).

As primeiras alternativas para previsdo do prazo de validade de medicamentos foram
estabelecidas na década de 50. Até a década de 80, as metodologias de avaliacdo da
estabilidade seguiam principios técnicos e cientificos sem interferéncias de atos regulatdrios
de autoridades sanitarias. Com o comeércio internacional, iniciou-se a especializagdo das
unidades produtivas, racionalizacdo da producdo e reconhecimento das zonas climaticas dos
paises importadores. Foram adotados entdo, por diferentes paises, regulamentos para previsao
do prazo de validade de farmacos e medicamentos (CARVALHO et al., 2005; SOARES;
2009).

No Brasil, a primeira diretriz a cerca do assunto surgiu em 2002, visando a

harmonizacdo da legislagdo sanitaria dentre os membros do MERCOSUL. Atualmente a
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legislacdo que norteia os estudos de estabilidade no pais é a RE n°® 01, de 29 de julho de 2005
(BRASIL, 2002; BRASIL, 2005; SOARES, 2009).

O objetivo inicial da adogdo deste tipo de estudo foi a definicdo do prazo de validade
de medicamentos, no entanto, um enfoque maior tem sido dado aos produtos de degradacéo
obtidos na execucdo do teste. Assim, ao longo do delineamento de um medicamento, desde a
caracterizacdo do farmaco aos ensaios pds-registro do produto final, os testes de estabilidade
tém grande importancia (LEITE, 2006; SILVA, et al., 2010).

3.8.1. Estabilidade

A estabilidade de produtos farmacéuticos é afetada por fatores extrinsecos ou
ambientais, como temperatura, umidade e luz, e intrinsecas, ou relacionadas ao proprio
produto, como propriedades fisico-quimicas dos constituintes, forma farmacéutica, processo
de fabricacdo e materiais de embalagem. As varidveis avaliadas nos estudos de estabilidade
podem ser classificadas conforme a Figura 2 (BRASIL, 2005; CARSTENSEN, RHODES,
2007; LAGRANGE, 2010; SOARES, 2009; CHAVES, L.L).

Tabela 3 - Parametros avaliados na estabilidade de farmacos e medicamentos.

Parametros Avaliados

Quimicos Estrutura e Poténcia

Fisico Propriedades organolépticas
Microbiologicos Crescimento microbiano
Terapéuticos Efeito Farmacoldgico

Toxicologicos Produtos de degradacdo toxicos

A estabilidade quimica provavelmente é o aspecto mais importante da estabilidade
farmacéutica, pois determina a selecdo das condigdes de armazenamento e do material de

embalagem primaria, além de antecipar as interacdes farmaco-excipiente na formulacdo. A
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manutencdo das caracteristicas fisicas esta relacionada aos aspectos intrinsecos do farmaco ou
forma farmacéutica. Comprimidos podem tornar-se mais fridveis ao longo tempo, da mesma
forma que uma emulsdo podera sofrer coalescéncia, com quebra da emulsdo, quando
submetida a condi¢fes adversas (GOPINATH, NAIDU, 2011; LAGRANGE, 2010; LASZCZ,
etal., 2010).

A conservacdo da matéria-prima e da formulacdo contra a contaminacao
microbioldgica pode ser atingida com a adocdo de Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) e
emprego racional de agentes conservantes, de modo que 0S MesmMOS N0 mascarem O
crescimento microbiano advindo do processo de fabricacdo, nocivos ao paciente
(LAGRANGE, 2010; PINTO, et al., 2010).

As propriedades terapéuticas e toxicoldgicas sdo cruciais durante o screening de novas
moléculas potencialmente bioativas. Os aspectos farmacocinéticos e farmacodindmicos séo
essenciais para definicdo do esquema terapéutico e, os toxicoldgicos avaliam a a¢do negativa
de impurezas e produtos de degradacdo no organismo (ANSEL, 2007; GOPINATH, NAIDU,
2011; BRINTON; 2007; KATZUNG, 2006).

3.8.2. Testes de estabilidade

O estudo de estabilidade é uma etapa fundamental para garantir a qualidade e
seguranga de um medicamento. A partir desse estudo podem-se obter evidéncias sobre o
comportamento das alteragdes de um medicamento ao longo do tempo, sob a influéncia de
uma variedade de fatores, estabelecendo o prazo de validade, assim como as condicdes de
armazenamento do medicamento (ICH, 1993; SEHAWAT, MAITHANI, SINGH, 2010).

Tais estudos sdo classificados em acelerado, de longa duracdo e de acompanhamento.
O estudo acelerado € projetado para aumentar a velocidade de degradacdo quimica e/ou
alteracbes fisico no produto farmacéutico pela utilizagdo de condicBGes drasticas de
armazenamento (umidade relativa e temperatura), com o prop6sito de monitorar as reacoes de

degradacéo e estimar o prazo de validade, dentro de 6 meses de estudo (BRASIL, 2005).
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O estudo de longa duracéo é realizado em condigdes normais de armazenamento, com
0 objetivo de confirmar dados obtidos no estudo acelerado (BRASIL, 2005; WHO, 1996). S&o
projetados para verificacdo das caracteristicas do produto farmacéutico durante e depois do
prazo de validade esperado. Tal estudo deve ser realizado de acordo com as condi¢bes
climéticas do pais em que se pretende registrar o produto, considerando que o mundo é
classificado em quatro grandes zonas. Os testes de controle de qualidade s&o realizados
normalmente a cada trés meses no primeiro ano e a cada 6 meses no segundo, a partir da data
de fabricacéo do lote (ICH, 2003; SOARES, 2009).

Com os resultados obtidos no estudo de estabilidade acelerada e no estudo de
estabilidade de longa duracao, é possivel avaliar qualitativa e quantitativamente as alteraces
quimicas e fisicas ap6s exposi¢des a condi¢des ideais de armazenamento e transporte, as quais

serdo estabelecidas no material de embalagem do medicamento (ICH, 2003; SOARES 2009).

O estudo de estabilidade de acompanhamento é realizado apds concessdo do registro
ou notificacdo do produto, e tem por objetivo verificar a manutencéo das suas caracteristicas,
conforme os resultados obtidos nos estudos preliminares. Desta forma, assegura-se que um
controle de mudancas efetivo estd sendo adotado e seu impacto sobre o produto final avaliado
periodicamente (SOARES, 2009; BRASIL, 2005).

Como o propésito dos estudos de estabilidade € monitorar possiveis alteracbes de um
produto ou material ao longo do tempo e em condi¢bes de armazenamento diferentes, 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 todos os seus produtos
de degradacdo. Com isso, as provaveis mudancas que possam ocorrer durante o processo de
formulacdo e producdo, armazenamento e transporte poderdo ser controladas, o que é
relevante para a qualidade do protudo farmacéutico e, consequentemente, para a seguranca do
paciente (BAERTSCHI, 2006; HUYNH-BA, 2009; SEHRAWAT, MAITHANI, SINGH, R,
2010).
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3.8.3. Estudos de degradacgéo

Os estudos de degradacéo forcada de farmacos sdo definidos como testes realizados
em condicOes superiores aquelas utilizadas em estudos de estabilidade acelerada e tém o
objetivo de avaliar a estabilidade intrinseca da molécula e fornecer informacdes sobre
mecanismos de degradacdo e possiveis subprodutos dessas reacdes (ALSATE, MARTIN,
BAERTSHI, 2003; KLICK, et al., 2005; SOARES, 2009).

Esses estudos sdo um aspecto importante da pré-formulacdo e desenvolvimento de
métodos analiticos, pois ajudam a avaliar a estabilidade intrinseca de um medicamento por
aplicacdo deliberada de estresse para forcar degradacdo. A degradacdo da amostra € induzida
através do aumento da temperatura, do aumento da umidade (quando relevante), da exposi¢do
a condicdes variadas de pH ou a luz UV-visivel intensa (fotoestabilidade) ou pela adi¢do de
outros reagentes (por exemplo, acidos, bases, peroxidos). Estudos de degradacdo forcada sdo
por vezes descritos como testes de estresse, e também sédo realizados durante a validacéo de
métodos analiticos (QIU, et al., 2009; SEHAWAT, MAITHANI, SINGH, 2010).

A reacdo mais frequentemente observada € a hidrolise, porque a dgua é o solvente
predominante em formulac@es liquidas e devido a estrutura quimica da maioria dos farmacos
possuir grupos funcionais suscetiveis. A presenca de oxigénio, quando ativado por tracos de
catalisadores, como ions metélicos, por exemplo, leva a auto-oxidacdo dos constituintes, ou
ainda mediante adicdo de perdxido de hidrogénio. Outras reacdes menos frequentes sdo as de
fotolise, isomerizacdo e polimerizacdo, que sdo mais provaveis de ocorrer com determinados
tipos de excipientes (SEHRAWAT, MAITHANI, SINGH, 2010; LOUATI, et al., (2011,
ROLIM, 2010).

Para isso, as condicdes forcadas de degradacédo utilizadas durante o desenvolvimento
do método, como a concentragdo das solugdes hidroliticas e o tempo de exposi¢do, devem ser
estabelecidas de tal forma que se obtenha um nivel de degradagdo desejada, em média 10 a
20% (BAERTSCHI, 2006; HUYNH-BA, 2009; SEHRAWAT, MAITHANI, SINGH, 2010).

Em estudos mais detalhados, produtos de degradacéo também podem ser identificados,
uma vez que durante a Gltima década, o acoplamento de diferentes equipamentos tornou as

técnicas mais robustas para a analise farmacéutica. A separacdo fornecida por um sistema
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cromatografico de alta resolucdo, combinado com uma técnica quantitativa sensivel e
especifica o bastante, possibilita a deteccdo de incognitas em misturas complexas, tais como
formulagbes (MONAJJEMZADEH, et al.,2009).

3.8.4. Cinética de reagdo

Cinética ¢é o estudo da velocidade na qual os processos ocorrem, objetivando fornecer
informagdes que permitam a compreensdo dos mecanismos das transformacdes envolvidas e a
previsdo do grau de tranformacdo que ocorrera ap6s um dado intervalo de tempo. As
transformacdes podem ser quimicas ou fisicas, as quais determinam a estabilidade e o prazo
de validade de produtos farmacéuticos, enfatizando a influéncia reciproca dos componentes
ativos e excipientes e a consequente variacdo dos valores de energia de ativacdo (AULTON,
2005; LEITE, 2005; RODANTE, et al., 2002; SOARES, 2009).

A anélise da cinética de decomposic¢do devera produzir uma descri¢do adequada do
processo em termos do modelo de reacdo e dos pardmetros de Arrhenius. As reacdes de
degradacdo de produtos farmacéuticos ocorrem com velocidade definida, portanto ao
considerar sua estabilidade, é preciso conhecer a ordem e a velocidade de reacdo. Esta é uma
descri¢do da concentracdo do farmaco em relacdo ao tempo. Em geral, estas reacGes podem
ser de ordem zero (quando a velocidade independe das concentracGes dos reagentes) e de
primeira ordem (quando a velocidade de reacdo é proporcional a concentragdo de um
reagente) e, mais raramente, de segunda ordem (quando a velocidade de reacdo é proporcional
ao produto das concentracdes de dois reagentes) (RODANTE, et al., 2002; YOSHIOKA,
STELLA, 2002).

SANTOS, F.C. Estudo de Pré-formulacdo da Ivermectina: Caracterizacdo e Estabilidade do
Farmaco, 2013.



41

3.9. Métodos existentes na Literatura para doseamento da Ivermectina

3.9.1. Métodos analiticos para quantificacdo de ivermectina

Os métodos encontrados em literatura para quantificacdo desse farmaco sdo em sua
grande maioria, realizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), variando
apenas o tipo de detector, como ultravioleta (UV), arranjo de diodos (DAD) ou espectrdmetro
de massas, com o0 recurso da espectrometria de massas sequencial (EM/EM)
(LAPACHINSKE, 2004)

4.2 Métodos analiticos aplicados ao farmaco ivermectina

Para quantificacdo da ivermectina em matéria-prima, tanto a Farmacopéia Européia
(EUROPEAN, 2007) quanto a Farmacopéia Americana (USP, 2008) descrevem método por
CLAE-UV. A Farmacopéia Americana (USP, 2008) também descreve metodologia por
CLAE-UV para doseamento da ivermectina em injetavel, pasta, solucdo e comprimidos.
Foram encontradas na literatura metodologias por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao espectrdmetro de massas, com 0 recurso
da espectrometria de massas sequencial e CLAE-EM/EM, respectivamente) para
quantificacdo da ivermectina no leite (DURDEN, 2007; KINSELLA et al., 2009;
MARTINEZ VIDAL et al., 2010; WHELAN et al., 2010), alimentos (HERNANDO et al.,
2007), plasma (CROUBELS et al., 2002) e tecido animal (INOUE et al., 2009).

Método por infusdo direta no espectrdbmetro de massas também foi encontrado para
identificacdo da ivermectina em tecido animal, a fim de avaliar possiveis casos de intoxicacdo

(LEHNER et al., 2009). Os principais parametros destes métodos estdo descritos na tabela.
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Tipo de
Amostra

Preparo de Amostra

Método
Utilizado

Condigdes de Analise

Referéncia

Matéria
Prima

A amostra e dissolvida e diluida em
metanol.

CLAE-UV

Coluna: C 18 250 x 4,6 mm,5
pum

Fase movel:
agua/metanol/acetonitrila 19,5
27,553 viv

Em modo isocréatico

Volume de injecdo 50pL
Fluxo: 1,5 mL min™

Detector UV 254 nm

USP,2008

Injetavel
Pasta solucéo
Topica

A amostra e dissolvida e diluida em
metanol.

CLAE-UV

Coluna: C 18 250 x 4,6 mm,5
um

Fase movel:
agua/metanol/acetonitrila 39,
55, 106 v/v

Em modo isocratico

Volume de injecdo 20pL
Fluxo: 1,5 mL min™*

Detector UV 245 nm

USP,2008

Comprimido

Amostra é transferida para um baldo
volumétrico de 250 mL e a extracdo é
realizada com 25 mL de 4gua e 175 mL
de metanol através de sonicagéo.

CLAE-UV

Coluna: C 18 250 x 4,6 mm,5
pum

Fase movel:
agua/metanol/acetonitrila 12,
35, 53 viv

Em modo isocratico

Volume de inje¢do 10pL
Fluxo: 1,2 mL min™*

Detector UV 245 nm

USP,2008

Matéria
Prima

A amostra e dissolvida e diluida em
metanol.

CLAE-UV

Coluna: C 18 250 x 4,6 mm,5
pum

Fase movel:
agua/metanol/acetonitrila 15,
34,51 viv

Em modo isocréatico

Volume de injecdo 20pL
Fluxo: 1 mL min*

Detector UV 254 nm

EUROPEAN,
2007

As metodologias constantes em farmacopéias (por exemplo, British Pharmacopeia,

2007), servem como base para desenvolvimento de métodos, porém ndo abrangem a deteccédo
de produtos de degradacéo, provenientes de estudos de estabilidade. (CIONE, SILVA 2008)

O presente trabalho tem como objetivo descrever uma metodologia analitica validada

seletiva para produtos de degradacdo, desenvolvida utilizando-se amostras degradadas sob

condicdes estressantes (hidrolise acida, hidrolise alcalina, luz, calor, oxidagédo, por perdxido)

aplicavel a matéria Prima.
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3.10. Validacéo de Métodos Analiticos

No caso de um sistema analitico, a validagdo objetiva assegurar o cumprimento as
exigéncias das suas aplicacGes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos
(BRASIL, 2003; LANCAS, 2004; GOMES,2009; ERMER,2001).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢Bes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada
validacdo. A validacdo de um método é um processo continuo que comeca no planejamento
da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Para
registro de novos produtos, os 6rgdos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a
validacdo de metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos
oficiais que s@o diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo. Um processo de
validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas
de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado. (GOMES;2009;
ERMER;2001, SHABIR,2003)

O tipo de método e seu respectivo uso determinam quais parametros devem ser
investigados, pois, tanto a Farmacopéia Americana (USP) quanto o International Conference
on Harmonisation (ICH, 2005), reconhecem que ndo ha necessidade de se avaliar todos 0s
parametros de desempenho analitico (SWARTZ e KRULL, 1998; ERMER, 2001; RIBANI et
al., 2004).
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Tabela 5 - Caracteristicas de validacao de acordo com os tipos de procedimento analitico, segundo as
recomendagdes do ICH.

Procedimento Identificacdo Teste de Impureza Doseamento

analitico

/Caracteristicas Quantitativo Ensaio-limite

Exatidao/ Precisao  Nao Sim Sim
Néo

Repetibilidade Néo Sim Néo Sim

Precisao Intermed. N&o Sim Nao Sim

Especificidade Sim Sim Sim Sim

L. deteccdo Né&o Em alguns Sim Né&o

L. Quantificacéo Néo Sim Néo Néo

Linearidade Né&o Sim Néo Sim

Faixa de variacdo  Nao Sim N&o Sim

Além dos parametros citados quando se emprega CLAE, outros parametros de
conformidade do sistema cromatografico devem ser avaliados, como, fator de capacidade,
repetibilidade de tempo de retencdo e de area, resolucdo, assimetria e nimero de pratos
tedricos da coluna (CHASIN et al., 1994; RIBANI et al., 2004).

A especificidade (ou seletividade) de um método analitica expressa a habilidade de
avaliar de forma inequivoca a substancia de interesse na presenca outras substancias ativas,
excipientes, impurezas ou contaminantes (BRASIL, 2003; LANCAS, 2004).

A linearidade de um método analitico corresponde a sua capacidade de fornecer
resultados (intensidade da resposta do detector) diretamente proporcionais a quantidade da
substancia analisada dentro de um intervalo de concentracdo definido (BRASIL, 2003;
LANCAS, 2004; LAPACHINSKE, 2004).

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) de um método analitico
correspondem, respectivamente, a menor concentracdo da substancia de interesse que pode ser
detectada e quantificada com precisdo e exatiddo satisfatorias (LANCAS, 2004; SHABIR,
2003; GOMES; 2009)

A precisdo é a medida da concordancia entre os valores experimentais obtidos pela
execucdo repetida do procedimento em uma mesma amostra e deve ser a primeira etapa no
estabelecimento de um método quantitativo de anélise. Esse parametro é avaliado pelo desvio
padrdo relativo (DPR) inter-dias (precisdo intermediaria) e intra-dia (repetibilidade)
(LANCAS, 1993; CHASIN 1994)
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Em andlises cromatogréficas faz-se necessario conhecer a repetibilidade do tempo de
retencdo e da area do pico. A repetibilidade do tempo de reten¢do é importante porque, na
maioria das analises, é usada para confirmar a identidade do composto (analise qualitativa) e a
repetibilidade da area do pico, por ser um parametro utilizado na quantificacdo da substancia
de interesse (GOMES, 2009; ERMER, 2001; LANCAS, 2004).

A exatiddo de um método analitico representa a proximidade entre os resultados
obtidos e um valor aceito como verdadeiro e pode ser avaliada pelo teste de recuperacdo, onde
quantidades conhecidas séo adicionadas a amostra (BRASIL, 2003).

Embora ndo faga parte de alguns procedimentos de validagdo, a robustez deve ser
também avaliada. Esse pardmetro mede a confiabilidade do método em condi¢des normais de
operacdo, permitindo fixar as tolerancias dos fatores que influenciam o método, ou seja,
verifica a capacidade de ndo sofrer alteracGes em decorréncia de pequenas variacoes
deliberadamente introduzidas nos parametros experimentais (BRASIL, 2003b; LANCAS,
2004; SHABIR, 2003)
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CAPITULO Il

ESTUDO DE PRE-FORMULACAO DO FARMACO IVERMECTINA UTILIZADO
COMO ANTIPARASITARIO DE AMPLO ESPECTRO

Artigo submetido ao AAPS PharmSciTeh — B2 (Qualis CAPES)
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4 CAPITULO I

Artigo 1 - ESTUDO DE PRE-FORMULACAO DO FARMACO IVERMECTINA
UTILIZADO COMO ANTIPARASITARIO DE AMPLO ESPECTRO

Artigo submetido ao JTAC — B2 (Qualis CAPES)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a matéria prima ivermectina (IVC) um farmaco
amplamente utilizado por suas caracteristicas farmacoldgicas. Foram realizadas analises por
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, de massas para identificacdo da molécula,
analises para confirmacdo da estrutura cristalina do farmaco (microscopia eletrénica de
varredura e difracdo de raios X), bem como, analise de reparticdo granulométrica, densidade
aparente e compactada, que permitiu concluir que mesmo apresentando uma estrutura
cristalina a IVC possui boas caracteristicas de fluxo e compressibilidade. A Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e a termogravimétria (TG) foram utilizadas para
caracterizacdo térmica da IVC, determinacdo do ponto de fusdo (157°C), temperatura inicial
de degradacdo (305°C), perdas de massa com 0 aumento da temperatura (3 eventos, a
primeira uma dessovatacdo e a degradacdo em duas etapas consecutivas). Utilizando as
técnicas supracitadas foi possivel realizar um estudo de compatibilidade IVC: excipientes
(utilizados em formas farmacéuticas sélidas), 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
IVC.

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

The aim of this study was to characterize the raw material ivermectina (IVC) a drug widely
used for their pharmacological characteristics. Were analyzed by infrared absorption
spectroscopy, mass to identify the molecule, analysis to confirm the crystalline structure of
the drug (electronic scanning microscopy and X-ray diffraction) as well as analyzing particle
size distribution, apparent density and compacted, allowing cochlear even presenting a
crystalline structure IVC has good flow characteristics and compressibility. The Differential
Scanning Calorimetric (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.
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INTRODUCAO

A ivermectina é um produto semi-sintéticos obtido a partir da avermectinas
sintetizado naturalmente pelo microorganismo streptomyces avermitilis. Consiste em uma
mistura de homologos e contém ndo menos que 80% da dihidroavermectina Bla (H,B1,) €
ndo mais que 20% da dihidroavermectina B1b (H,B1p) (CERKVENIK et al., 2001; Omura,
2008).

E utilizada como principio ativo com ampla a¢do medicamentosa com aplicago 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 caracteristicas fisico e quimico, na indlstria 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 nao possua menos que 80% do
isbmero B, (USP, 2011), enquanto que fisicamente apresentam-se como um farmaco pouco
soltvel de estrutura cristalina (classe Il na classificagdo biofarmacéutica), todos estes pontos

criticos devem ser trabalhados na obtencéo tecnolédgica de formas farmacéuticas.

O conceito de Quality by Design (QbD) é uma sistematica, cientifica, baseada no risco
integral, e abordagem proativa para o desenvolvimento de medicamentos que comeca com
objetivos previamente definidos e enfatiza produto e compreensdo do processo de fabricacéo,
bem como controle de processos (YU, 2008). O QbD significa que a garantir a qualidade,
melhorando o0s métodos cientificos devem ser utilizados nas fases da pesquisa,
desenvolvimento e design, para que o processamento do produto seja 0 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 producéo, que traduz os atributos que
0 medicamento deve possuir para garantir a seguranca e eficicia para os usuarios dos

produtos farmacéuticos.
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Desta forma, é iminente a necessidade de rever e aprimorar a caracterizacdo fisico-
quimica da IVC, uma vez que, sO os testes farmacopéicos atualmente exigidos, ndo sdo
suficientes para apontar diferencas 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 fabricagdo 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 padréo 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 o0s excipientes: celulose microcristalina (CMC), talco,
polivinilpirrolidona (PVP) K-30, croscarmelose sodica, Starch® (amido pré-gelatinizado),
Starlac® (85% lactose monoidatada + 15% amido — obtidos por spraydried), Flowlac® (lactose
monoidratada spraydried), Tabletose® (lactose monoidratada) e Aerosil® (didxido de silicio

coloidal).

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
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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 o espectro de massas
utilizando um equipamento marca Shimadzu® IT-TOF, com ionizagdo por nebulizacéo
térmica e analisador de massas por tempo de véo, sendo utilizado para diluicdo do farmaco

um sistema acetonitrila: agua (50:50), por ionizacéo positiva, com scan de 80 a 950 m/ z.

Determinac&o do teor e Estudo de Solubilidade

As amostras e 0 padrdo de trabalho de IVC foram obtidos a partir de uma diluicéo
inicial de 10 mg de IVC em solucao diluente de acetonitrila: metanol: 4gua (26:64: 10), com 5
min de agitacdo por sonicacdo, para baldao volumétrico de 50 mL, obtendo-se a concentracao
final de 200 pg/mL, com posteriores diluicbes para 50, 100 e 150 pg/mL para obtengédo da
curva de calibragdo da matéria prima, bem como, a realizagdo de trés curvas auténcias de 50,
75, 100, 125 e 150 pg/mL para determinacdo da linearidade do padrdo de IVVC, possibilitando

a determinacdo do teor de IVC na matéria prima utilizada neste trabalho.

Inicialmente, as solucdes obtidas foram submetidas individualmente a andlise 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 solucdo metanol: acetonitrila: acido acético a 0,2% (260:640: 100 mL v/v),
como fase mével, com fluxo de 1,5mL.min™ a 254nm. Apés algumas analises 0 método foi
otimizado, modificando-se a composicdo e o fluxo da fase moével para: metanol: acetonitrila:
4cido fosférico a 0,2% (260:640: 100 mL v/v), como fase mével, com fluxo de 1 mL.min™ a
254 nm.

Para determinacédo da solubilidade da IVVC 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, acido
cloridrico 0,2 M, &gua, alcool etilico absoluto, alcool metilico diclorometano, éter etilico,
hidroxido de sdédio 0,2 M, n-hexano e peroxido de hidrogénio 3% (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 5% 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 IVC foram
adicionadas a solugdes de: agua, pH 6,8 (50 mL de sol. H,KPO,4 0,1M + 23,65 mL sol. NaOH
0,1M + &gua g.s.p 100 mL), pH 4,0 (9,35 mL de Na,HPO, 0,2 M + 10,65 mL de &cido citrico
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0,1M + 4gua g.s.p. 100mL), pH 1,2 (50 mL de solugdo tampdo H3BO3.KCI 0,1M + 97mL de
sol HCI 0,2M + &4gua g.s.p. 200mL) com e sem a lauril sulfato de sédio (LSS) a 1%, até

obtencéo de solucéo 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 anodo de cobre. As amostras foram analisadas no
intervalo de angulo 26 de 2-60 a uma velocidade de digitalizagdao de 0,02° 26/s. As amostras

foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material do p6 sem solvente.

A avaliagdo da morfologia dos cristais de IVC foi realizada por microscopia eletrénica
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 tensao de excitacdo 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 pum),
montados numa base munida de vibracdo magnética (Tamizador Bertel®) durante 20 minutos,

em triplicata.

A densidade do p6 foi determinada através de ensaio com 10 g das amostras 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 p6. Em seguida, foram realizadas 1000
compactacOes, que foram repetidas em seguida, de forma que ndo foi observada mudanga no
volume medido. A relacdo entre a massa das amostras e 0 volume ocupado pelo p6 antes e
apos a compactacdo determinou as densidades aparente (dap) e 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 equacgdes: 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
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plana. O tempo de escoamento foi determinado pela medida do tempo necessério para o
escoamento de uma quantidade pré-definida de farmaco através do funil, utilizando-se um

cronémetro digital.

Caracterizacdo térmica da 1VC

Para realizacdo da caracterizacdo térmica da IVC foram realizadas analises de
calorimetria exploratoria 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 25-400°C. As amostras foram colocadas em porta amostra de aluminio hermeticamente
fechado com massas de 2 mg (x 0,2) de amostra, em triplicata. O indio e o zinco foram

utilizados para calibrar o 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 (+ 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 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 dindmica de N, (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 1\VC isoladamente e em

MB por DSC e TG, sendo os valores referentes a temperatura inicial de fusédo (T;) e
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temperatura inicial de decomposicdo (T4) foram adotados como indicadores de interacéo

farmaco-excipiente.

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

Mistura Bindaria

DECeTG

Sinais de Interagdo? — Compativel

Cinética de
degradagio

As analises de TG para o célculo da cinética de degradacdo IV-TF seguiram 0s

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo quimica da IVC

A espectrometria de absor¢do na regido do infravermelho (IV) constitui hoje um dos

principais recursos para a identificacdo estrutural de substéncias organicas, sendo de 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 degradacao antecipada das mesmas, ou ainda caracterizar processos tecnolégicos

SANTOS, F.C. Estudo de Pré-formulacdo da Ivermectina: Caracterizacdo e Estabilidade do

Farmaco, 2013.



55

como € 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

ligacGes perceptiveis nos espectros de 1V-TF.

Figura. 2 - Estrutura quimica da IVC.

HaC, HsC,
o)
HO o] ...
H,CO HsCO .
HaC™
CHs
Bla R=
CHy
Blb R = CHj

A matéria prima de IVC é constituida normalmente de isdmeros estruturais que
diferenciam em um grupamento CHgs na estrutura conforme ilustrado na figura 2. Compostos
orgénicos com grupamentos éteres apresentam, normalmente, bandas caracteristicas da
presenca de ligacdes C-O, como é 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 regides como
caracteristicas inerentes da IVC, inicialmente podem-se observar os sinais: em 3500 cm™,
referente a deformacdo 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 cm™ mostram absorcio
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moderada de cetonas, em conseqiiéncia das vibracdes axial e angular; 1198,96 e 1182,48 cm™

indicam absorcdo de ésteres em lactonas; entre 1142,13 e 1021,91 cm™ aferiu-se a absorgéo
mais caracteristica de éteres alifaticos, sendo devido a deformacéo axial assimétrica de -C-O-
C-; 982,11 e 970,57 cm™ as duas bandas de deformacéo 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 regi&o de baixa freqiiéncia
provem da deformacéo angular fora do plano das liga¢6es 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

deformacéo angular fora do plano de -C=C- dos anéis.

Figura. 3 - Espectro de MS (a) e de absorgdo no infravermelho da IVC (b).
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No espectro de massas da IVC obtido por electrospry (ESI) em modo “full scan”, sdo
observados dois sinais com m/z 897 e 913 com diferenca de massa de 16 daltons. Essa
diferenga pode ser associada a presenga de adultos de sddio e potdssio que complexados a

IVC geram os ions quasimilecular [M + Na] + m/z 897 e [M + K] + m/z 913.
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Estudo de solubilidade e teor (CLAE - DAD)

A IVC é obtida a partir de biossintese de microorganismos como o S. avermectinius,
que sintetizam ndo sé a ivermectina como outras avermectinas, portanto, a matéria prima
farmacéutica passa por uma seérie de etapas de purificacdo/recristalizacdo em que a
especificacdo de pureza para ser utilizado como matéria prima farmacéutica é ndo menos que
80% da H,B;, e ndo mais que 20% da H,B;y, 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,B1, em relacdo ao padrdo, encontrando-se adequada para o uso de acordo

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 liberacéo e dissolugdo nas condices fisioldgicas e da permeabilidade
nas membranas bioldgicas. Com base nestas consideracdes, pode-se afirmar que a dissolucéo
do farmaco em meio aquoso, € uma etapa limitante. O resultado do estudo de solubilidade da
IVC evidenciou a baixa solubilidade em &gua da I\VC (tabela 1), confirmando os resultados ja
descritos na literatura (USP, 2011).

Tabela. 1- Resultado do estudo de solubilidade semi-quantitativo da IVC.

Volume de L .
Solvente - Classificagéo Termo descritivo
solubilizacdo
Acetato de etila ; .
10 mL Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Acetona ’
o 30 mL Solavel De 10 a 30 partes
Acetonitrila Pouco solavel
Agua 100 — 1000 mL Praticamente insoltvel De 100 a 1000 partes
] B >10000 mL Ligeiramente soldvel >10000 partes
Alcool etilico Solavel
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Alcool metilico
Diclorometano
Eter etilico
H,0, 3%
HCI 0,2M
NaOH 0,2M

N-Hexano

30-70mL

30 mL

10 mL

30 mL

>10000 mL

>10000 mL

>10000 mL

1000 — 10000 mL

Facilmente soltvel
Soltuvel Praticamente
insolGvel Praticamente
insolGvel Praticamente
insoltvel Muito pouco

sollvel

De 30 a 100 partes
De 10 a 30 partes
De 1 a 10 partes
De 10 a 30 partes
>10000 partes
>10000 partes
>10000 partes

De 1000 a 10000 partes

Para uma avaliagdo mais detalhada, a avaliacdo da solubilidade em sistemas aquosos

foi determinada quantitativamente por CLAE-DAD, os resultados estdo descritos na tabela 2.

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

Amostra Tempo Teor (ug/mL)
H.0 168 horas
H,O + 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
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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 padrédo (y = 3568,51. x — 30518,48), 0 que corrobora com o encontrado na
literatura que é de 4 pg/mL (Merck Index, 2006), as demais amostras foram analisadas no

tempo de 72h, pois os meios utilizados j& estavam saturados neste tempo.

Determinacao das caracteristicas fisicas e particulares

A difracdo de Raios-X é uma técnica de grande versatilidade e rapidez na aplicacao de
amostras policristalinas, tais como o monitoramento de amostras no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos em laboratério e no controle de qualidade industrial, fornecendo
informacdes sobre tamanho e estrutura dos cristais. Esta técnica € baseada no principio de que
guando um material € irradiado por raios X monocromaticos, para um cristal perfeitamente
alinhado, no qual os atomos sdo empacotados regularmente e a distancia entre os planos
cristalogréficos é definida pelas caracteristicas fisicas da amostra, a qual pode ser usada para

medir com precisdo 0s espacamentos 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 20
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 solubilizacéo e fluidez.
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Figura. 4 - Difratograma e eletromicrografia das particulas cristalinas de IVC.
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A partir da distribuicdo granulométrica realizada (Figura 5) pode-se observar que
matéria prima utilizada para o estudo possui uma prevaléncia de suas particulas distribuidas
no intervalo entre 90 e 250 pum.

Figura. 5 - Distribuicao de frequéncia do tamanho das particulas de IVC.
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Diante desses resultados, realizou-se uma avaliacdo da retencdo em relacdo a
passagem das particulas nos intervalos avaliados. Nessa avaliacdo 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 dissolugdo é um fator
critico para esse farmaco, a determinacdo do tamanho e morfologia das particulas da 1VC

permite correlacionar esses fatores.

As propriedades fisico-mecanicas de compactacao e reologia da IVC foram realizadas,

sendo os resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela. 3 - Resultados das propriedades de compacta¢dao 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 pd analisado, onde valores de até 10 % sdo considerados de
excelente fluxo e compactagdo, 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 interacfes entre as
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particulas. Portanto, o processamento do farmaco pode ser realizado por 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 avaliagdo térmica da IVC é 10°C/min
que permite a determinacédo de ponto de fusdo de 157,4 £ 0,7 °C.

Figura. 6 - Curvas de DSC para defini¢do da razao de aquecimento da IVC.
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Adicionalmente, a pureza da IVC foi calculada através da aplicacdo da equacgéo de
Van’t Hoff na linearizagao do evento de fusdo com analise obtida a razao de 0,5°C/min,

verificado em triplicata (em adicdo h& analise realizada por CLAE-DAD, item descrito
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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 correcdo na linearizacdo da reta. Logo, a pureza
da IVC mostrou-se em torno de 98,4 %, com um fator de correcdo calculado para as
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

evaparocdo de solventes residuais, evento a ser discutido.

As curvas TG forneceram informacgdes sobre a composicédo 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 IVC acompanhando possiveis reacfes de

desidratacéo, oxidagdo, combustdo, decomposicao.

A partir da avaliacéo das curvas de TG do farmaco MP e padrdo analitico, observou-se

que a IVC apresenta trés eventos térmicos caracteristicos, a primeira perda de massa ocorre

durante a fusdo do farmaco entre 153 a 164°C (Am = 5,04 %), o segundo estagio de
decomposicgéo entre 312 a 327°C (Am = 58,54 %), seguido da terceira e tltima degradagdo
entre 341 a 427°C (Am = 29,35%) referente a carbonizagdo da IVC (Figura 7), eventos

determinado pela primeira derivada do TG.

Figura. 7 - Curva TG obtida a 10°C.min-1 sob atmosfera de N2 com fluxo de 50 mL.min-1.
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A matéria prima de IVC possui em sua rede cristalina a presenga de formamida e
etanol, solventes utilizados para purificacdo/recristalizacdo da mistura de avermectinas
produzidas pela biossintese dos microorganismos. De acordo com as especificacfes contidas
em compéndios oficiais a analise desses solventes residuais deve ser por cromatografia gasosa
(CG) com no méximo 5% de etanol e 3% de dimetilformamida (USP, 2011). Porém, pode-se
observar que a andlise por TG também € capaz de quantificar o teor de solventes residuais
totais, correspondendo a majoritariamente o primeiro evento de perda de massa sofrida pela

matéria prima da I\VVC.

Para comprovacdo que o primeiro evento de perda de massa da IVC nédo corresponde a
uma degradacdo propriamente dita, e sim a uma dessolvatacdo de etanol e dimetilformamida
foi realizada uma anélise de TG com uma amostra sem pré-aquecimento (amostra 1) e uma
segunda amostra de IVC 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 N2 a 50mL.min-1.
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A anélise das curvas TG obtida permite indicar que no primeiro aquecimento 0s
solventes residuais evaporam (Tepulicio €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 quantitativo
de dimetilformamida e etanol no lote utilizado nesse trabalho) somado ao teor de agua por

Karl Fisher (Farmacopéia Brasileira, 2010).

Como andlise 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, demonstrando a permanéncia das bandas caracteristicas da IVC mesmo apds o
aquecimento, ndo evidenciando sinais de degradacdo do farmaco. Caracterizando, assim, a
analise de TG da IVC como técnica auxiliar na determinacdo de solventes residuais da

purificacdo/recristalizacdo deste farmaco.

Figura. 9 - Espectro de IV-TF de amostras de IVC sem pré-aquecimento (sample 1) e com pré-aquecimento a
157°C (sample 2).
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Em decorréncia do primeiro evento de perda de massa da curva TG ndo representar
um evento de decomposicdo, a andlise 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 kl.mol™, com reacdo de
degradacdo de 22 ordem e fator de freqiiéncia de colisGes entre as moléculas de IVC de 1539 x
1016 min™ Figura.

Figura. 10 - Curvas TG e o grafico de Ozawa da IVC obtido em cinco razées de aquecimento sob atmosfera
dinamica de nitrogénio no método nao-isotérmico.

Estudo de Compatibilidade Farmaco-Excipiente

O comportamento das misturas binarias mostraram que com todos 0s excipientes
houve diminuic&o significativa da entalpia envolvida no processo fusdo, quando comparado a
entalpia de fusdo do farmaco isolado, bem como pequenas mudancas na forma do pico com
poucas variagbes 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.
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Tabela. 4 - Resultados das propriedades de compacta¢do da amostra analisada.

Amostra ! ! A}i Tonsa %
sete | tusiorec J.9) decomposigdo | decomposicdo
IVC 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
Amostra ! ' A}i ! OnSEt_ * :
sete | usiorec (J.9) decomposicdo | decomposicéo
IVC + Tabletose® 1429 1499 | -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
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 1\VC com excipientes de lactose (Tabletose® e
Flowlac®), houve uma diminuicdo 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 degradagéo (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.
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Portanto a Tabletose® foi selecionada como representante dos excipientes contendo
lactose e Starch®, contendo amido, em foram avalidadas a cinéticas nao-isotérmicas nas

razdes de 10, 20 e 40°C/min para a IVC matéria prima e as MBs contendo estes excipientes.

Tabela. 5 - Dados termoanaliticos da IVC e das MBs com excipientes.

Amostra Energia de Ativacédo (E;) Fator de Frequencia (A)

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

A energia de ativacdo da mistura binaria IVC/ Tabletose® apresentou decaimento de
mais de 15% em relacdo a IVC isolada, enquanto que a mistura IVC/Starch® apresentou
decaimento de cerca de 7% na energia de ativacdo corroborando com os resultados da anéalise

térmica, os quais evidenciaram sinais de interagao.

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 IVC isoladamente e dos excipientes, sendo algumas delas
sobrepostas por bandas referentes aos excipientes, porém a simples sobreposicdo 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.
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Figura. 11 - Espectro de IV-TF da IVC, Tabletose®, Starch®, mistura binaria IVC/ Tabletose®, mistura binaria
IVC/ Starch®.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos através da caracterizagdo realizada foram de fundamental
importancia, pois permitiram a determinacdo das principais caracteristicas fisico-quimicas da

IVC, fornecendo informacdes relevantes em relacdo a qualidade da matéria prima utilizada,
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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, anti-helmintico utilizado no combate a filariose.
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CAPITULO I

DESENVOLVIMENTO DO METODO INDICATIVO DE ESTABILIDADE PARA A
IVERMECTINA POR CLAE-DAD

Artigo a ser submetido
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5 CAPITULO IlI

Artigo 2 - ESTUDO DA DEGRADACAO DO ANTIPARASITARIO
IVERMECTINA EM SOLUCAO POR CLAE-DAD

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
hd 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-eluicdo deles no método desenvolvido. A partir do desenvolvimento do método analitico
selecionou as melhores condicOes degradativas para a IVC (decaimento de teor entre 10 e 30
%) sob variacdo de pH (HCI 0,1M e NaOH 0,01M), condicbes oxidativas (H,O, 6%) e
fotoliticas, além de demonstrar que o farmaco ¢é termoestavel na temperatura de 50°C por 24h.
N&do foi possivel calcular as cinéticas de degradacdo da IVC sob condicBes 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
condi¢cdo. Comprimidos de IVC e uma formulacdo liquida (solucdo 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: Ivermectina, degradacéo, hidrolise; oxidacéo; cinética quimica.
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ABSTRACT

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 (H,0, 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 nudmero 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 formulagdes (medicamentos de uso humano ou veterinario) (OMURA, 2008).
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A ivermectina (22,23-dihidroavermectina Bla + 22,23-dihidroavermectina B1b) e
utilizada como principio ativo com ampla a¢cdo medicamentosa com aplicagdo 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 formulacGes, porém,
pode ser enquadrado como altamente toxico quando puro, devido a atuacao direta no sistema

nervoso central quando inalado (HTTP://extoxnet.orst.edu/pips/abamecti.htm).

Paralelamente, o nimero de métodos de analise de formulacdes contendo IVC e suas
impurezas / produtos de degradacao, é 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 degradacédo, provenientes de estudos
de estabilidade.

O presente trabalho tem como objetivo desesenvolver uma metodologia analitica e
seletiva para produtos de degradacdo, desenvolvida utilizando-se amostras degradadas sob
condicdes de estabilidade forcada (hidrolise acida, hidrolise alcalina, luz, calor e oxidacéo),
bem como, avaliar os percentuais de degradacdo em funcdo do tempo e a presenca destes
produtos de degradacdo em formulagfes 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 Vale® (Lote: 07016/2010, fabricado na China), e o padrdo de
Ivermectina adquirido a Sigma Aldrich®, lote: 70288-86-7 (pureza: 95% H;Bi, + 2% de
H1Bap).

Os solventes utilizados foram acetonitrila (Carlo Erba®), 4gua ultra pura (obtida em

sistema MILI Q), acido cloridrico 36,5 %, v/v (Dinamica®), hidroxido de sédio (Vetec®),
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peroxido de hidrogénio 36,5 %, v/v (Dinamica®). Para a preparacdo da fase movel, foi
utilizado fostato de potassio dibasico (Sinth®) e acido fosforico (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, injetor
automético modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo o0s
dados tratados através do software Shimadzu® LC solution 1.0.

Estudo de degradacéao forcada

Os estudos de degradacdo hidrolitica foram conduzidos com a matéria prima da IVC em
solugdo H,O:ACN (80:20) a 200 pg/mL, utilizando solugdes de HCI 0,01, 0,1 e 1M, para
hidrolise acida; NaOH 0,01, 0,1 e 1M, para a basica; solucdo de perdxido de hidrogénio a 3, 6
e 9%, para a oxidativa e agua ultra pura em camara de fotoestabilidade Nova Etica® (modelo
C242), que consiste na associa¢do 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 o aquecimento das amostras estressadas, para avaliacdo das
condicdes de degradacdo isoladas, sem a presenca de nenhum agente catalisador, exceto, a
hidrolise neutra em que a solugdo de 1VVC foi submetida a 60°C em agua ultra pura, devido a
baixa velocidade de reacdo. Para determinagdo do teor de IVC em cada degradacdo foram
retiradas aliquotas das reacGes em 24 horas (SINGH, BAKSHI, 2000; YOSHIOKA,
STELLA, 2002).

Condic6es Cromatograficas

As amostras e 0 padrdo de trabalho de IVC foram obtidos a partir de uma diluigédo

inicial de 20 mg de IVC matéria prima em 50 mL de acetonitrila, com 5 min de agitacdo por
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sonicacdo, em baldo volumétrico de 200 mL aferido com acetonitrila. Obtendo-se a
concentracdo final de 200 pg/mL, com posteriores diluicdes volumétricas utilizando o sistema
de solventes H,O:ACN (80:20), para obtencdo da curva de calibracdo com as concentracfes

de 50, 100 e 150 pg/mL, sendo a concentracdo de trabalho de 100 pg/mL.

Para o doseamento das amostras degradadas de 1VC utilizou-se inicialmente 0 método
descrito na literatura na farmacopéia britanica (2009) que consiste em utilizar coluna C18
(250 x 4,6 mm e 5um) e fase mével de &gua: metanol: acetonitrila (15:34: 51, v/viv) a 1
mL.min™ com volume de injec&o de 20 pL (245 nm), para doseamento do farmaco IVC e suas
substancias relacionadas (British Pharmacopoeia, 2009). Porém o método ndo demonstrou
seletivo, pois o pico cromatografico da IVC ndo estava puro (andlise realizada por DAD
acoplado a software Shimadzu LCsolution 1.0), portanto, as solugdes 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 estacionaria, uma solucéo
metanol:acetonitrila:acido acético a 0,2% (260:640:100 mL v/v), como fase mdvel, com fluxo
de 1,5 mL.min™ a 254 nm. Ap6s algumas analises o método foi otimizado, modificando-se a
composicdo e o fluxo da fase movel para: metanol:acetonitrila:cido fosférico pH 3

(260:640:100 mL v/v), como fase mével, com fluxo de 1 mL.min™* a 245 nm.

Cinéticas de degradacao

A ordem de reacdo para as cinéticas de hidrélise da IVC 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 préximo da unidade indicador da
ordem das degradacdes da IVC (SINKO, 2008).
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O modelo cinético pode ser representado pelas seguintes equacdes:

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

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

reacao n tempo t e k, a constante de reacao (SINKO, 2008).

Avaliacdo do teor de produtos de degradacédo 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 indstria
farmacéutica) em forma farmacéutica comprimidos de IVC de 6 mg (lote n° 1045130) e em
forma farmacéutica liquida obida em escala de bancada (solucdo oral de IVC constituida de:
IVC (0,12%), propilenoglicol (20%), polissorbato 80 (1%), fosfato de sodio dibasico anidro
(0,13%), fosfato de sédio monobasico anidro (0,78%), butilhidroxitolueno (0,1%), EDTA
(0,01%), metilparabeno (0,1%), propilparabeno (0,05%), alcool etilico (q.s.), sacarina sédica
(0,05%), flavorizante (0,3%) adaptada de FERREIRA, SOUZA, 2011) ap6s 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 IVC (ICH, 2002; ICH, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizada a anélise da I\VVC isoladamente para determinacdo das curvas
de calibragdo, bem como, de contaminantes e impurezas da matéria prima. O método

demonstrou um perfil cromatografico satisfatorio para IVC, ja que é possivel identificar no
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cromatograma os isémeros H,B1, (majoritario) Tr = 13,9 min e 0 H,B;p (minoritario) Tr =
11,06, bem como algumas impurezas com tempos de retencdo menores (2,72; 7,13 e 9,03
min), com pureza de pico adequada, conforme pode ser observado no cromatograma que
representa cromatogramas de 12,5, 25, 50, 75 e 100 pg/mL de IVC matéria prima.

Figura - 1: Cromatograma da Lineridade da IVC Matéria Prima.
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Diante dos resultados, o estudo de degradacéo inicial buscou determinar os parametros
de degradacao ideal (10 a 30% de decaimento de IVVC) para sele¢cdo das amostras, e posterior
desenvolvimento de método analitico capaz de quantificar os produtos de degradacéao da I\VVC.
Portanto, foram avaliadas condic¢des degradativas variadas descritas na tabela 1 em relagéo ao
percentual de IVC.
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Tabela - 1: Resultado das degradagdes da IVC.

Hidrdlises 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%
HCI 0,1M 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%
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Para as hidrolises, o tempo de degradagdo de 24 horas com as concentragdes menores

de 0,01M de HCI e NaOH foram as que obtiveram concentra¢fes 6timas de degradacéo,

enguanto que para a oxidacdo com peroxido de hidrogénio a concentracdo intermediaria de

6% foi a mais adequada entre as testadas.

A partir destas andlises inicias as amostras supracitadas foram selecionadas para o

desenvolvimento do método indicativo de estabilidade, porém devido ao grande numero de

produtos de degradacdes formados o método descrito no item “Condi¢des Cromatogrdficas”,

obtido apds algumas adaptacGes, ainda ndo possui confiabilidade analitica para quantificacdo

dos produtos de degradacao da IVC, visto que, é possivel observar a co-elui¢do dos produtos

de degradacdo, nas diferentes condices de degradacdo, como nas hidrélises acida e bésica

ilustrados na figura 2, garantindo apenas a pureza do pico dos isémeros H,B1, € H2B1p.
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Figura - 2: Cromatograma obtido com método descrito em compéndios oficiais.
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ao estudo de degradacdo hidrolitica foi realizado o estudo de

degradacéo fotolitica da solucdo amostra de IVC em que foi possivel determinar o decaimento

de IVC em funcéo do tempo de exposic¢do, valores descritos na tabela 2.

Tabela - 2: Percentual de IVC fotodegrada versus tempo de exposi¢ao.

Amostra % (CLAE)

Matéria prima IVC

99,30

(controle interno)
Solucéo fotodegradada 3h 96,99
Solucdo fotodegradada 4h 93,25
Solucdo fotodegradada 5h 90,10
Solucdo fotodegradada 6h 86,96
Solucdo fotodegradada 7h 82,02
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Semelhante aos resultados obtidos nas degradacBes hidroliticas, ndo foi possivel
avaliar com confiabilidade analitica a producdo de produtos de degradacdo na degradacéao
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 degradacéo fotolitica na solu¢do amostra de I\VVC, que apresentou-se de
ordem zero, com velocidade de reacéo de -3,63 horas™, figura 3.

Figura - 3: Cromatograma representativo da IVC matéria prima Degradada.
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A analise dos produtos farmacéuticos: comprimidos de IVC de 6 mg e em forma
farmacéutica liquida (solucdo oral manipulada) de 1\VC ap06s estudo de estabilidade no modelo
acelerado demontraram um decaimento médio de 7,2% (+ 0,43) e 12,1% (+ 0,86),
respectivamente, porém, nao foi possivel a quantificacao relativa dos produtos de degradacéo

gerados devido a co-eluicdo dos mesmaos.
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CONCLUSAO

A grande dificuldade existente no desenvolvimento de um método analitico indicativo
de estabilidade para IVC se da devido a grande estrutura quimica da IVC, 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 degradacdo na andlise
cromatografica. Sendo assim, se faz necessario realizar novas analises cromatograficas em

busca de um método seletivo para quantificacdo da IVC e seus produtos de degradagéo.
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6 CONCLUSAO

= As técnicas analiticas utilizadas para a caracterizacdo do farmaco possibilitaram um
melhor entendimento das propriedades fisico-quimicas da IVC, as quais sdo essenciais

no estudo de pré-formulacéo;

= A avaliacdo da estabilidade da IVC frente a excipientes comumente utilizados em
formas farmacéuticas solidas, em misturas binarias, inicialmente através de DSC, e
posteriormente, através de técnicas complementares como, IV-FT, DRX, TG e estudos

de estabilidade por CLAE, forneceu informac6es acerca de excipientes;

= Os estudos de degradacdo em solucdo aquosa realizados possibilitaram demonstrar que
o farmaco é termoestavel houve decaimento expressivo da IVC quando submetida a
fotodegradacdo pode-se calcular a cinética de primeira ordem para esta condicdo. Os
resultados obtidos sdo de extrema importancia para o monitoramento da IVC matéria

prima, bem como da forma farmacéutica existente;

= QOs estudos de degradacdes forcadas da IVC foram importantes para melhor
entendimento da estabilidade do Insumo farmacéutico ativo em diferentes condicdes
de stress.
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PERSPECTIVAS

Otimizacdo do método para quantificacdo de IVC, afim de separar cromatograficamente

0s produtos da degradacao.

Identificar por CLAE- MS os produtos da degradacdo obtidos em diferentes condigdes de

estresse.

Realizacdo de Cinética em diferentes condi¢des de estresse.
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