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RESUMO

Desenvolvido inicialmente como agente antimalarico, o sulfato de hidroxicloroquina (HCQ) ¢
frequentemente utilizado como farmaco antirreumatico de agdo lenta no tratamento de
desordens de tecido conectivo. Apesar de ser bastante conhecido na pratica clinica, muito
pouco ¢ sabido sobre as propriedades fisico-quimicas do sulfato de HCQ no ambito da
tecnologia farmacéutica. O objetivo do presente estudo foi realizar estudo de pré-formulagao
com o sulfato de HCQ utilizando o conceito de Quality by Desing (QbD), como etapa
limitante para o desenvolvimento de formas farmacéuticas. A caracterizagdo da matéria-prima
foi realizada através de diferentes técnicas analiticas, a fim de gerar robusta carta de
identidade do farmaco. Devido a auséncia de monografia especifica no compéndio oficial
brasileiro, foram desenvolvidos/otimizados dois métodos para doseamento do farmaco: o
primeiro, utilizando espectroscopia por absorcdo na regido do ultravioleta, seguido de
validagdo e, o segundo, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para evidenciar o
comportamento térmico do sulfato de HCQ frente a uma mistura dos excipientes, foram
utilizadas as técnicas de andlise térmica e calculos dos parametros cinéticos. A
compatibilidade do farmaco-excipiente foi avaliada através de calorimetria exploratdria
diferencial, seguida de analises complementares. A etapa inicial de caracterizacao do sulfato
de HCQ forneceu especificagdes fisico-quimicas compondo robusta carta de identidade do
farmaco, essencial para o desenvolvimento do trabalho. Os métodos analiticos demonstraram-
se satisfatorios para todos os critérios preconizados pelas normativas, sendo mais simples
rapidos e praticos para a rotina laboratorial. Através da obtencdo de cinéticas de degradacao
dindmica e isotérmica, a matéria-prima mostrou um prazo de validade estimado de 622 dias,
enquanto que a mistura de excipientes avaliada, evidenciou uma interacdo positiva dos
excipientes, sendo observada pelo prolongamento do prazo de validade, estimado em 790
dias. Foi observada incompatibilidade entre o farmaco e o glicolato sodico e a lactose. O
presente trabalho apresentou informacdes relevantes sobre a natureza fisico-quimica do
farmaco sulfato de HCQ e forneceu subsidios para desenvolvimento de formas farmacéuticas
que o utilizem como insumo farmacéutico ativo. Os resultados foram utilizados na
padronizacao de parametros de qualidade para o setor de producao e controle de qualidade de

medicamentos.

Palavras-chave: Hidroxicloroquina. Doencas Reuméticas. Termogravimetria. Varredura

Diferencial de Calorimetria.



ABSTRACT

Developed originally as an antimalarial agent, the hydroxychloroquine (HCQ) sulfate is often
used as a slow-acting anti-theumatic drug in treating of disorders of connective tissue.
Although it is well known in clinical practice, very little is known about the physicochemical
properties of HCQ sulfate within the pharmaceutical technology. Therefore, the aim of this
work was to perform a pre-formulation study with HCQ sulfate using the concept of Quality
by Desing (QbD) on the development of dosage forms. The characterization of the raw
material took place by means of different techniques, to generate robust identity card of the
drug. Due to the absence of specific monograph on Brazilian official compendium, were
developed/optimized two methods for quantification of the drug: the first, using absorption
spectroscopy in the ultraviolet region with further validation, and the second, using high
performance liquid chromatography efficiency. The drug-excipient compatibility was
evaluated by differential scanning calorimetry, followed by additional analyzes. To
demonstrate the thermal behavior of HCQ sulfate front of a mixture of excipients, thermal
analysis techniques and calculation of the kinetic parameters were used. The initial step in the
characterization of HCQ sulfate provided physicochemical specifications composing robust
identity card of the drug, essential step for the development of the work. The analytical
methods have shown to be satisfactory for all criteria established by regulations, being more
simple, fast and practical for routine laboratory. By obtaining dynamic and isothermal
degradation kinetics, the raw material showed the estimated validity of 622 days, whereas the
mixture of excipients evaluated, showed a positive interaction of excipients, being observed
by the extension of the validity period, estimated for 790 days. Incompatibility between the
drug and sodium glycollate and lactose was observed. This paper presents relevant
information on the physicochemical nature of the drug hydroxychloroquine sulfate and
provided subsidies for development of dosage forms that use it as an active pharmaceutical
ingredient. The results were used in the standardization of quality parameters for the sector of

production and quality control of drugs.

Keywords: Hydroxychloroquine. Rheumatic Heart Disease. Thermogravimetry. Calorimetry

Differential Scanning.
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1 INTRODUCAO

Para desenvolver um medicamento eficaz e seguro, ¢ preciso ter amplo conhecimento
sobre as propriedades fisico-quimicas do farmaco e dos adjuvantes farmacéuticos. Durante a
etapa produtiva de produtos farmacéuticos, a caracterizacdo do insumo farmacéutico ativo
deve ser o primeiro passo a ser executado. As informagdes obtidas por meio desta pratica
devem fornecer os subsidios necessarios para o delineamento racional de medicamentos. Esta
etapa de coleta de dados ¢ conhecida como pré-formulacao e ¢ bastante importante para a
confec¢do da carta de identidade do farmaco (NERY et al., 2008; SOARES-SOBRINHO et
al., 2010).

A caracterizagdo ¢ etapa essencial do estudo de pré-formulagdao. Recentemente, ela
vendo sendo associada ao conceito de Quality by Design (QbD) na éarea farmacéutica, uma
abordagem sistematica, cientifica e pro-ativa para o desenvolvimento, compreensdo e controle
sobre produtos e processos. O ObD foi descrito pela primeira vez por Juran & Godfrei (1998)
e aplicado principalmente na induastria automotiva. A premissa fundamental do QbD ¢ o
delineamento da qualidade por meio de uma estratégia de otimizacdo visando estabelecer
completa compreensao da resposta do sistema de qualidade para determinadas variaveis. Na
area analitica e de pesquisa cientifica o QObD aplica-se, principalmente, no Design of
Experiments (DoE) (BARKER, 2005; YU, 2008; ICH, 2009).

O sulfato de hidroxicloroquina (HCQ), desenvolvido inicialmente como agente
antimalérico, ¢ eficaz como droga modificadora do curso da doenca em enfermidades
autoimunes, tais como: artrite reumatoide (AR) e lipus eritematoso sistémico.
(MACKENZIE, 1983; OLSEN, SCHLEICH & KARP, 2013).

No tratamento da AR, o sulfato de HCQ ¢ geralmente utilizado em associacdo a outros
dois medicamentos: metotrexato e sulfalazina. Como monoterapia, o sulfato de HCQ ¢
indicado apenas quando em casos precoces da doenca ou quando a doenga tem baixo ou
nenhum potencial erosivo de articulagbes (MORELAND, 2012; O’DELL et al., 2002).

Entretanto, nos servigos de satide publico e privado, a terapia associativa traz consigo:
a severidade dos efeitos colaterais e o clevado custo do tratamento com o metotrexato,
considerados como entraves a eficdcia do tratamento. Neste contexto, a aplicagdo da
tecnologia farmacéutica no desenvolvimento de alternativas terap€uticas simples, de custo
reduzido e eficacia comprovada, pode aumentar a adesdo do paciente ao tratamento (MOTA

et al., 2012).
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Entdo, afim de propor tratamento alternativo para AR, como a obteng@o de associa¢des
em dose fixa, deve ser realizada a elaboragdo da carta de identidade do farmaco, através de
sua caracterizagao fisico-quimica e de estudos preditivos de sua estabilidade na forma solida.
Esse fato, aliado ao desenvolvimento de métodos analiticos de quantificacdo do sulfato de
HCQ, fornecem os subsidios necessarios para o desenvolvimento racional de medicamentos.

Este trabalho tem por objetivo realizar a caracterizacdo fisico-quimica do sulfato de
hidroxicloroquina, através da aplicacdo do conceito Quality by Design, como etapa de um
estudo de pré-formulagdo para o desenvolvimento tecnoldgico de formas farmacéuticas

solidas.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos que norteiam o presente trabalho estdo descritos abaixo, classificando-os

em geral e especificos.

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do sulfato de hidroxicloroquina, através da
aplicag¢do do conceito Quality by Design, como etapa de um estudo de pré-formulagdo para o

desenvolvimento tecnoldgico de formas farmacéuticas solidas.

2.2 Objetivos especificos

Elaborar robusta carta de identidade do sulfato de hidroxicloroquina através de: IV-TF,
RAMAN, UV, RMN’C e RMN’H, EM, MEV, DR-X, analise térmica (TG/DTG, DSC, DSC-
fotovisual), pirdlise analitica, polarimetria, determinacdo de agua e umidade residual,
determinagdo de ponto de fusdo, ensaio de solubilidade semi-quantitativo e quantitativo,
determinagdo de 4rea superficial, estudos de dissolugdo, definicdo das propriedades
reologicas, andlise granulométrica, determinagao do perfil higroscopico;

Otimizar método analitico da Farmacopeia Americana — por apresentar-se nao reprodutivel —
para doseamento do sulfato de HCQ por CLAE-DAD, através de aplicacdo do conceito de
ObD;

Desenvolver, otimizar e validar inédito método analitico para doseamento do sulfato de HCQ
por espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-Vis;

Evidenciar o comportamento térmico do sulfato de HCQ, com énfase nas faixas de fusdo e
degradacao, através de TG/DTG e DSC;

Evidenciar o principal evento de degradagdo térmica do sulfato de HCQ através de IV-TF,
DR-X e pir6lise analitica;

Realizar o estudo da cinética de degradacdo através de modelos ndo-isotermais e isotermais,
da matéria-prima e do comprimido a base do sulfato de HCQ);

Realizar estudo de compatibilidade entre o sulfato de HCQ e excipientes comumente
utilizados na obtengdo de formas farmacéuticas solidas, através de analise térmica e técnicas

complementares: [V-TF, DR-X e estudo da cinética de degradagao;

FERRAZ, L. R. M. Aplica¢do de quality by design e técnicas termoanaliticas no estudo de pré-formulagao para o desenvolvimento de formas
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v Avaliar a influéncia exercida por uma mistura de excipientes sobre o sulfato de HCQ

incorporado em uma forma farmacéutica, tendo como referéncia o Plaquinol®.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O embasamento teorico, que diz respeito ao sulfato de hidroxicloroquina e as suas

principais indicagdes clinicas, esta disposto a seguir.

3.1 Sulfato de hidroxicloroquina

Desenvolvido inicialmente como agente antimalarico, o sulfato de hidroxicloroquina
(HCQ) — quimicamente (7-cloro-4-[4-[N-etil-N-(2-hidroxietil)-amino]-1-metilbutilamino]-
quinolina sulfato (figura 1) — é frequentemente utilizado como farmaco antirreumatico de
acdo lenta no tratamento de desordens de tecido conectivo (OLSEN et al., 2013;

McLACHLAN et al, 1993; TETT, 1989).

Figura 1. Estrutura quimica da hidroxicloroquina base livre com a enumeragao dos carbonos.

18

10]. I3 ‘ 16

cI” 9 Ny

Durante a 2* Guerra Mundial, ocorreu um extenso programa de cooperacdo para a
pesquisa de antimalaricos nos Estados Unidos. Nessa época, a quinacrina era largamente
utilizada pelo exército norte-americano para a profilaxia da maléria. Paralelamente, estudos
sugeriram possivel eficacia em condi¢des reumatologicas da quinacrina e seus derivados. Em
meados da década de 50, o sulfato de HCQ mostrou perfil de utilizagdo mais satisfatorio
devido a menor toxicidade ocular, comparada com a cloroquina. Teve-se ai a base das
informagdes sobre a utilizacdo desses compostos como agente terapéutico para artrite

reumatoide (AR) e lipus eritematoso sistémico (LES) e discoide (LED) (OLSEN et al., 2013;
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MORELAND et al., 2012; LEE et al., 2011; O’DELL et al., 2002; GASS, 1997; WEINBERG
& D’AMICO, 1994).

A semelhanca entre essas substancias reside no nucleo farmacéforo quinolina. Este
tem histdria longa e bem sucedida como agente antimalarico e antituberculose. Seus derivados
tém exibido vdarias atividades bioldgicas, como: acdo antivirus sobre o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), antifingica, antibacteriana e leishmanicida. Entre os
compostos oriundos da quinolina, a classe das 4-amino-7-cloro quinolinas continua a ser
farmaco de primeira escolha em doencas como malaria. A selecdo desse nucleo ¢ baseada na
sua excelente eficacia clinica, baixa toxicidade, sintese barata e facilidade de administra¢ao
(KAUR et al., 2010; NAYYAR et al., 2006; RIDLEY, 1998; STREKOWSKI et al., 1991).

A continuidade dos estudos com drogas antimalaricas da-se pelo crescente aumento da
resisténcia parasitaria a medicamentos contendo quinolinas sintéticas, como o sulfato de HCQ
(EGAN et al., 2001).

A HCQ ¢ um andlogo da cloroquina (CQ) no qual um dos substituintes N-etil da
cloroquina ¢ B-hidroxilado. Como antimalérico, a HCQ ¢ significativamente eficaz contra a
forma eritrocitica dos agentes etioldgicos da maldria: Plasmodium vivax e Plasmodium
malariae, além de grande parte das cepas do Plasmodium falciparum. Entretanto,
recentemente vem sendo observada uma certa resisténcia ao Plasmodium falciparum
cloroquina-resistente, além de casos de resisténcia contra cepas de Plasmodium vivax. E,
apesar de ser utilizada ha muito tempo nesse tipo de terapéutica, ndo se conhece seu exato
mecanismo de agdo (SEMENIUK et al., 2008; SHAPIRO & GOLDBERG, 2006).

Recentemente, a HCQ tém sido utilizada como farmaco secundario no tratamento de
uma variedade de doencas crOnicas. Assim, sdo administrados em conjunto com outros
agentes, resultando em eficicia clinica de doencas como: artrite reumatoide (AR), lupus
eritematoso sistémico (LES), lupus eritematoso discoide (LED), sarcoidose, sindrome de
Sjogren (SS) e doengas de fotossensibilidade (SHAPIRO & GOLDBERG, 2006).

Possui eficicia similar a observada com outros firmacos antirreumaticos
modificadores da doenca, inclusive a propria CQ. Resultados obtidos demonstraram 60-80%
de melhora em pacientes adultos acometidos com a doenca e tratados com HCQ (ADAMS et
al., 1983; MAINLAND & SUTCLIFFE, 1962; HAMILTON & SCOTT, 1962; KERSLEY &
PALIN, 1959).

O tratamento de doengas autoimunes com antimalaricos tem sido senso comum por
mais de meio século. Muitos estudos de longo prazo evidenciaram melhores resultados em

termos de danos a orgaos e de sobrevida global dos pacientes que recebem estes
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medicamentos. Ao longo das tltimas duas décadas, mais dados vém sendo acumulados sobre
os efeitos sistémicos do sulfato de HCQ, expandindo os usos potenciais dessa medicagdo em
diferentes classes terapéuticas (OLSEN et al., 2013).

O sulfato de HCQ traz beneficios em longo prazo no tratamento do LES ¢ da AR e
tornou-se um componente padrdo de terapia para pacientes com estas doengas. A Tabela 1
traz um resumo sistematico da eficacia do tratamento com sulfato de HCQ sobre as

manifestagdes clinicas das principais enfermidades onde o uso de farmaco ¢ recomendado.

Tabela 1. Revisdo sistematica de evidéncia da eficacia do sulfato de hidroxicloroquina no tratamento da artrite

reumatoide e lupus eritematoso (adaptado de Olsen, 2013).

Enfermidade Avaliacio da eficicia Tipo de evidéncia Referéncia
Artrite Contagem de inchago das Revisdo de literatura GAUJOUX-VIALA et al.,
reumatoide juntas e dor; sistematica; 2010
Indices articulares; Ensaio clinico controlado, PAVELKA et al., 1989
duplo-cego;
Dor e sensibilidade Ensaio clinico randomizado, NUVER-ZWART et al.,
. 1989
articulares; controlado, duplo-cego;
Lapus T .
eritematoso Frequéncia de crises: Ensaio clinico randomizado, THE CANADIAN HCQ
. .- q i controlado, duplo-cego, STUDY GROUP, 1991
sistematico . .
envolvendo retirada da terapia;
Falha de 6rodo: Estudo de coorte longitudinal; COSTEDOAT-
£30; estudo de caso-controle; CHALUMEAU et al. 2010;
FESSLER et al., 2013
Analise d ot tiva: RUIZ-IRASTORZA et
Sobrevivéncia; naflse de coorte prospeciiva, al.,2006;

Andlise de coorte longitudinal, SHINJO et al., 2010

Estudo de caso-controle

Inicio tardio da doenga; JAMES et al., 2007

aninhado;
Manifestagdes cutaneas; Analise de coorte prospectiva; FRANCES et al., 2012
Prevaléncia de nova Analise de coorte prospectiva; SHINJO et al., 2010

doenga renal,

Glomerulonefrite; Analise de coorte longitudinal;  PONS-ESTEL et al., 2009
Remissdo renal completa
para nefropatia
membranosa.

Analise de coorte

. KASITANON et al., 2006
retrospectiva;

O uso do farmaco em questdo ¢ seguro durante a gravidez, pois a molécula de HCQ ¢

grande demais para atravessar a barreira placentaria. Estudos transversais sugerem que ¢
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possivel reduzir o risco de anormalidades cardiacas fetais em maes com auto anticorpos
contra antigenos que participam dos processos que envolvem a RNA-polimerase (IZMIRLY
et al., 2012; IZMIRLY et al., 2010; LEVY, 2005, COSTEDOAT-CHALUMEAU et al.,
2009).

3.1.1 Aspectos clinicos e terapéuticos da artrite reumatoide

Classificada como uma doenga autoimune de etiologia desconhecida, a AR acomete
cerca de 0,5-1% da populacdo mundial adulta, ndo havendo restricdo étnica. Caracteriza-se
por ser doenga inflamatdria sist€émica, cronica e progressiva (LEE & WEINBLATT, 2001;
ALARCON, 1995).

No Brasil, Marques-Neto e colaboradores (1993), em estudo multicéntrico,
evidenciaram a prevaléncia da enfermidade em até 1% da populacdo adulta brasileira,
correspondente a 1.300.000 pessoas acometidas (LEE & WEINBLATT, 2001; ALARCON,
1995).

Ha predominio no sexo feminino (2 a 3 vezes em relacdo ao sexo masculino),
ocorrendo, sobretudo, em pacientes entre a quarta e sexta década de vida, embora haja registro
em todas as faixas etarias (SILMAN & PEARSON, 2002; LEE & WEINBLATT, 2001).

A doenca atinge preferencialmente a membrana sinovial das articula¢des, podendo
levar & destruicdo dssea e cartilaginosa. E comum o acometimento simétrico das pequenas e
das grandes articulacdes, com maior frequéncia de envolvimento das maos e dos pés (Figura
2).

Tal dano, muitas vezes irreversivel, acarreta altos custos para o individuo acometido
pela enfermidade. Além disso, os portadores da doenga encontram-se em idade produtiva de
trabalho, o que pode determinar importante limitagdo na capacidade funcional e perda de
capacidade laboral. Assim, custos indiretos relacionados a esse contexto devem ser
incorporados as andlises de farmacoeconomia (SMOLEN et al., 2010; VERSTABPEN et al.,
2010; SOKKA, 2003; CHEHATA et al., 2001; LEE & WEINBLATT, 2001; EMERY &
SALMON, 1995).
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Figura 2. Acometimento da artrite reumatoide sobre a articulagdo das méos

Fonte: http://www.drbayma.com/394/

Fato interessante evidenciado por Mota e colaboradores (2010) € que as caracteristicas
demograficas e clinicas da AR sdo varidveis de acordo com a populacdo acometida. Assim, ha
certa dificuldade na normatizacdo da conduta clinica brasileira da doenca, uma vez que a
maior parte das informacdes disponiveis provém de consensos realizados pela Europa e
Estados Unidos, sendo poucos os estudos realizados na populagdo brasileira (MOTA et al.,
2010; SMOLEN et al., 2010; SAAG et al., 2008; LOUZADA-JUNIOR et al., 2007).

A elaboragao de um consenso nacional e/ou internacional visa a avaliacdo dos custos e
a alocagdo de recursos para o diagndstico e tratamento da doenga, adaptados a realidade do
pais onde se deseja implantar a terapia.

Mota e colaboradores (2011) publicaram o documento nacional mais atualizado no
que tange as recomendacdes internacionalmente harmonizadas para o tratamento da AR. O
enfoque no diagndstico da doenga leva em consideragdo o peculiar aspecto da realidade
socioecondmica brasileira. Baseado em uma ampla revisdo da literatura e nas opinides de
especialistas membros da Comissdao de Artrite Reumatoide da Sociedade Brasileira de
Reumatologia, foi publicado o Consenso da Sociedade Brasileira de Reumatologia 2011 para

o diagnostico e avaliacdo inicial da artrite reumatoide (MOTA et al., 2011).
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O diagnostico de AR deve ser estabelecido por meio de achados clinicos e exames
complementares. Nenhum teste isolado, seja laboratorial, de imagem ou histopatolégico, ¢
capaz de confirmar o diagndstico. Logo, se faz necessario o diagnostico diferencial, uma vez
que diversas doengas podem ser associadas a artrite, conforme mostra a tabela 2 (MOTA et
al., 2011; ALEHATA et al., 2010).

Quando a AR se apresenta em sua forma bem definida, com todos os achados tipicos,
o diagnostico ¢ de facil elucidagdo. Ja na fase inicial, pode ser dificil, uma vez que alteracdes
soroldgicas e radiograficas caracteristicas muitas vezes estdo ausentes. Sugere-se que esse
impasse ocorra por se tratar de uma doenca sist€émica. Sintomas gerais como: febre, astenia,
fadiga, mialgia e perda ponderal podem preceder ou acompanhar o inicio das manifestacdes
articulares (MOTA et al., 2011; DIXON & SIMMONS, 2005).

Visando facilitar a elucidacdo do diagnostico da doenga, exames laboratoriais podem
ser requisitados. Na fase aguda, os marcadores laboratoriais mais utilizados para avaliagao da
atividade da AR sdo: provas de atividade inflamatéria, velocidade de hemossedimentagdo e
dosagem da proteina C reativa. No entanto, tais exames nao sdo especificos, podendo variar
conforme idade e sexo, por exemplo. Em contrapartida, a pesquisa de determinados
anticorpos mostrou-se bastante especifica. Dentre os potenciais marcadores de diagndstico da
AR estdo: o fator reumatoide (FR) e diversos anticorpos antiproteinas e peptideos
citrulinados, incluindo os anticorpos antipeptideos citrulinados ciclicos (anti-CCP) (MOTA et
al., 2009; VISSER, 2005; DEVLIN, 1997).

Pesquisas mostram a existéncia do rastreamento genético como medidas de
diagnodstico e prognostico. Inimeros marcadores genéticos foram descritos em associagdo
com a ocorréncia da AR. No entanto, somente a pesquisa dos alelos HLA-DRB1 e dos genes
PTPN22 s3o bem evidenciadas (KLARESKOG, CATRINA & PAGET, 2009).

Método de imagens também sdo ferramentas que podem ser utilizadas no auxilio do
diagnodstico e na manutencdo da conduta clinica da AR. Os achados radiograficos comuns,
ultrassonografias e a ressonancia magnética sao métodos indicados. Estes apresentam
vantagens e desvantagens, como em relagdo ao custo ou eficicia e, portanto, devem ser
analisados individualmente visando melhor custo-beneficio e relacdo satisfatoria entre

paciente, profissionais de saude e ambiente hospitalar (MOTA et al., 2011).
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Tabela 2. Diagnostico diferencial das artrites (adaptado de MOTA et al., 2011).

Grupo de doencas Doencas
B Virais (dengue, VIH, parvovirus, citalomegalovirus, virus da
Infecgoes ' ' _
hepatite); bacterianas (N. gonorrhoeae, S. aureus); fungico;
Espondiloartrites Artrites reaticas (Chlamydia, Salmonella), espondilite anquilosante,
artrite psoridsica, artrites enteropaticas;
Doengas reumaticas Lupus eritematoso sist€émico, polimiosite/dermatomiosite, esclerose
sistémicas sistémica, sindrome de Sj—ogren, vasculite sistémicas;
Artrites microcristalinas Gota, doengas por deposito de cristal de pirofosfato de calcio;
Doengas endocrinas Hipotireoidismo e hipertireoidismo

_ Doenga neoplasica metastatica, linfoma, sindrome
Doengas neoplasicas '
paraneoplasicas;

Osteoartrite, hemocromatose, angioedema, sarcoidose, doenca do
Outras
SOro.

As manifestacdes clinicas da AR podem ser divididas em articulares e extra-
articulares. As manifestagdes articulares podem ser reversiveis em sua fase inicial. Quando ha
destruicao articular, tais condi¢des sdo irreversiveis. Isso ocorre devido as alteragdes causadas
pela sinovite persistente; destruicdo Ossea e cartilaginosa; imobilizagdo e alteracdes
musculares, tendinosas e ligamentares (MOTA et al., 2011; WOOLF, 2003).

As manifestacdes extra-articulares mais frequentes incluem: quadros cutineos;
oculares; pleuropulmonares; cardiacos; hematoldgicos; neuroldgicos e osteometabolicos.
Essas sdo mais observadas em pacientes com doencga grave e poliarticular, com nddulos
reumatoides e com sorologia positiva para FR e/ou anti-CCP (GOELDNER et al., 2011;
TURESSON et al., 2007).

As principais queixas clinicas sdo: dor, inchago e limitacdo dos movimentos das

articulagcdes acometidas. Ao exame fisico, observa-se presenca de dor, aumento de volume
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das articulagdes, derrame intra-articular, calor e, eventualmente, rubor. Nas articulagdes
profundas, como nos quadris e ombros, esses achados podem ndo ser tdo evidentes. Sao
caracteristicas da artrite as seguintes condi¢des: inflamacao da sindvia (sinovite) — que pode
acometer qualquer uma das articulagdes diartrodiais do corpo —, acometimento poliarticular,
artrite em maos e punhos, artrite simétrica, artrite cumulativa ou somativa e rigidez matinal
(MOTA etal., 2011; ALEHATA et al., 2010; WOOLF, 2003).

Em relacdo ao consenso brasileiro, este se encontra em consonancia com a ultima
atualizagdo dos critérios de classificagdo da AR, uma iniciativa da parceria entre o Colégio
Americano de Reumatologia e o Comité Executivo da Liga Europeia Contra o Reumatismo.
O 2010 Rheumatoid Arthritis Classification Criteria traz nova abordagem com especifica
énfase na identificagdo de pacientes com duragdo relativamente curta dos sintomas. Estes
poderiam ser beneficiados, por exemplo, com a entrada em ensaios clinicos de novos agentes
promissores que podem cessar o desenvolvimento da doenga (MOTA et al., 2011; ALETAHA
et al., 2010).

De fato, a importancia que foi dada aos individuos precocemente portadores da doenga
foi o maior avanco do novo consenso. Com isso, foi possivel atingir uma nova parcela de
acometidos, algo que ndo ocorria no antigo consenso americano/europeu, datado de 1987.
Visando assegurar a possibilidade de obter diagnostico nos estagios iniciais da enfermidade, o
trabalho se baseia em um sistema de pontuagdo através de um escore de soma direta, como
demonstrado pela tabela 3.

As manifestacdes sdo divididas em quatro dominios: acometimento articular,
sorologia, duragdo dos sintomas e provas de atividade inflamatéria. Pontuagdo maior ou igual
a 6 (seis) classifica o paciente como portador de AR (MOTA et al., 2011; ALEHATA et al.,
2010; ARNETT et al., 1988).

O diagnéstico precoce e o inicio imediato do tratamento sdo fundamentais para o
controle da atividade da doenca e para prevenir incapacidade funcional e lesdo articular
irreversivel. O periodo inicial da doenga, em especial seus 12 primeiros meses (AR inicial), €
considerado uma janela de oportunidade terapéutica, ou seja, um momento em que a
intervencao farmacoldgica rapida e efetiva pode mudar o curso da doenga em longo prazo. A
remissao completa, apesar de ndo ser o objetivo final do tratamento, raramente ¢ alcangada

(KLARENBEEK et al., 2010; AZEVEDO, FERRAZ & CICONELLI, 2008).
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Tabela 3. Novos critérios classificatorios para artrite reumatoide (adaptado de MOTA et al., 2011; ALEHATA et

al., 2010).
Critérios Pontuagao
(escore)
Populagao-alvo (quem deve ser testado?)
Paciente com pelo menos uma articulagdo com sinovite clinica definida
(edema)
Sinovite que ndo seja melhor explicada por outra doenca
Acometimento articular (0-5)
1 grande articulagao 0
2-10 grandes articulagdes 1
1-3 pequenas articulacdes (grandes ndo contadas) 2
4-10 pequenas articulacdes (grandes nao contadas) 3
> Mais de 10 articulagdes (pelo menos uma pequena) 5
Sorologia (0-3)
FR negativo e ACPA* negativo 0
FR positivo ou ACPA positivo em baixos titulos 2
FR positivo ou ACPA positivo em altos titulos ;
Duracio dos sintomas (0-1)
< 6 semanas 0
> 6 semanas .
Provas de atividade inflamatoria (0-1)
PCR* e VHS* normal 0
PCR ou VHS normal 1

*ACPA = anticorpos antiproteinas e peptideos citrulinados; PCR = dosagem da proteina C reativa; velocidade de

hemossedimentagao (VHS).
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A aplicagdo de consensos ¢ essencial para a avaliacdo da atividade da doenca, para o
estabelecimento do diagndstico e prognostico da mesma e para dar subsidio a avaliagdo da
qualidade de vida e da incapacidade dos pacientes.

Deve-se iniciar o tratamento da AR com a educagdo do paciente sobre as condi¢des da
enfermidade e com o acompanhamento multidisciplinar de equipe especializada. O
esclarecimento acerca da doenga pode fazer com o que o individuo inicie de imediato a
terapia ndo medicamentosa. Esta consiste em acompanhamento funcional, praticas de
fisioterapia e terapia ocupacional. Aqui, o objetivo ¢ a manutencdo do aparelho locomotor e
do sistema cardiorrespiratério, promovendo: prote¢do articular, condicionamento muscular e
diminui¢ao da dor. O papel do repouso e do exercicio deve ser enfatizado, reconhecendo-se
que a degeneracdo articular na AR ¢ maior quando o repouso ¢ prolongado (ALEHATA et al.,
2010).

Sobre o tratamento medicamentoso, esse varia de acordo com o estadgio da doenga, sua
atividade e gravidade. Para o controle da dor e do processo inflamatorio articular, o uso de
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), associado ou nao a baixas doses de
glicocorticoides (GC), ¢ importante adjuvante a terap€utica de base. Os AINEs sdo uteis para
diminuir o processo inflamatoério e a dor, principalmente no inicio da doenga, pois as drogas
modificadoras do curso da doenca (DMCD) ndo tém acdo imediata. A HCQ, por exemplo,
quando usada para o tratamento cronico da AR, a dose — entre 155 mg e 310 mg — ¢
geralmente administrada na forma oral, levando frequentemente de 4 a 6 meses para tornar-se
aparente. Vale salientar que o uso prolongado de GC deve ser acompanhado de
suplementagdo de célcio e vitamina D. Quanto a escolha do AINE, ndo existem estudos
significativos que demonstrem a diferenga de eficacia entre eles. Logo, ha necessidade de
individualizar a escolha de acordo com os fatores de risco de cada paciente. (ALEHATA et
al., 2011; ALBERS et al., 2001; MORELAND & O’DELL, 2002; CHEHATA et al., 2001;
GOTZSCHE & JOHANSEN, 2004; TETT et al., 1989).

Com a clara definicdo do diagnostico da doenga, as DMCD devem ser indicadas.
Como exemplo destas, tém-se os antimaldricos. No tratamento da AR, o sulfato de HCQ ¢
geralmente utilizado em associagdo a outros dois medicamentos. A tripla-terapéutica envolve,
além deste, metotrexato (MTX) e sulfalazina (SL). Tal regime ¢ bastante aceitavel por ser
seguro, bem tolerado e barato, em comparagdo aos tratamentos mais caros, como o uso de
DMCD biolégicas (MORELAND, 2012; O’DELL et al., 2002).

A HCQ, como monoterapia, ¢ indicada apenas quando em casos precoces da doenga

ou quando a doenca tem baixo ou nenhum potencial erosivo de articulagdes. Conforme
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estudos, ela é capaz de reduzir os parametros clinicos e laboratoriais, embora, isoladamente,
ndo altere a progressao radiografica. A SL, pertencente ao grupo dos salicilatos e sulfamidas,
¢ considerada mais efetiva — em relacdo a HCQ — na reducao da atividade da doenca, no
controle da dor e na avaliagdo clinica global, além de interferir beneficamente na progressao
radiografica. J4 o MTX, agente imunomodulador, demonstrou-se mais eficaz em reduzir
sinais e sintomas de atividade da AR e melhorar o estado funcional, além de bloquear a
progressao de lesdes radiograficas. Este €, portanto, o farmaco de primeira escolha para o
tratamento da AR. Alternativas terap€uticas mencionam o uso, menos comum, de
leflunomida, azatioprina e ciclosporina (ALEHATA et al, 2011; BERTOLO et al., 2009;
SHARP et al., 2000; SUAREZ-ALMAZOR et al., 2000*; SUAREZ-ALMAZOR et al., 2000°;
SUAREZ-ALMAZOR et al., 2000°).

Os agentes antimaldricos possuem mecanismo de acdo no tratamento da AR muito
pouco esclarecido. Provavelmente, s3o capazes de desencadear acdo multifatorial,
envolvendo: atividade anti-inflamatoria e interferéncia na producdo de prostaglandinas. A
essa primeira relaciona-se a estabilizagdo das membranas lisossomais, inibigdo de enzimas
lisossdmicas e da quimiotaxia e fagocitose de polimorfonucleares. Estudos mostram ainda a
ocorréncia de atividade imunossupressora, atribuida a produ¢do do fator reumatoide em
reacoes agudas a doenga. A HCQ, em especial, acumula-se nos glébulos brancos,
estabilizando a membrana lisossomica e inibindo a atividade de varias enzimas, incluindo a
protease e a colagenase, responsaveis pela quebra da cartilagem (WOLFE, 2000; THE HERA
STUDY GROUP, 1995; CLARK et al., 1993).

A Figura 3 ilustra a conduta terapéutica que deve ser adotada para o tratamento da AR,
conforme menciona o consenso brasileiro.

Alternativas terapéuticas vém sendo citadas na literatura recente. Entretanto, devido ao
alto valor agregado, alguns podem ser inviadveis. Deve haver, portanto, acompanhamento
especifico para cada paciente, a depender também dos recursos do setor hospitalar. Os sais de
ouro sdo exemplos desses tratamentos. Os aurotioglicose e aurotiomalato sdo capazes, tanto
de reduzir os sintomas constitucionais e articulares, quanto de retardar a evolugado radiografica
da AR e podem ser usados em monoterapia ou em combinacdo com outros agentes

(LEHMAN et al., 2005; RAU et al., 2002).

FERRAZ, L. R. M. Aplicagdo de quality by design e técnicas termoanaliticas no estudo de pré-formulagao para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas 4 base do farmaco antirreumatico sulfato de hidroxicloroquina, 2014.



42

Figura 3. Fluxograma do algoritmo para o tratamento da artrite reumatoide (MOTA et al., 2011).
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Um dos mais relevantes avancos na terapia da AR foi o desenvolvimento das DMCD

biologicas. Embora eficazes, possuem seguranca em longo prazo ainda ndo claramente
estabelecida. Sdo indicadas para pacientes que persistem com atividade da doencga, apesar do
tratamento com pelo menos dois esquemas de DMCD sintéticas. O uso de agentes bioldgicos
deve ser feito associado a uma DMCD, preferencialmente MTX (MOTA et al., 2011;
ALEHATA etal., 2011).

Pode haver indicacdo de tratamento cirirgico em pacientes portadores de AR. Isso ¢

visto em situagdes nas quais as medidas clinicas e fisioterdpicas ndo resultaram no controle

dos sintomas e/ou da qualidade de vida do paciente. Sinovectomia e artroplastias de joelhos e
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quadril sdo comuns e, indicadas precocemente, apresentam melhores resultados que aqueles
quando as intervengdes cirirgicas sdo indicadas nas fases mais tardias (ALEHATA et al.,,

2011; BERTOLO et al., 2009).

3.1.2 Aspectos clinicos e terapéuticos do lupus eritematoso sistémico e lupus eritematoso

discoide

O LES ¢ uma doenca multissistémica inflamatdria do tecido conjuntivo. Caracteriza-se
por desregulagdo do sistema imunoldgico com periodos de exacerbacdo e remissdo, tendo o
lipus eritematoso cutdneo como principal manifestacdo clinica (SANTOS et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2008).

Lesdes de pele aparecem em torno de 70% dos pacientes com LES. Esse achado ¢ o
segundo mais frequente, sendo preterido apenas pelas manifestagdes articulares. O
acometimento cutidneo ¢ extremamente util para o diagnostico da enfermidade. Em certos
casos, tal lesdo oferece ajuda no prognostico e na previsao de envolvimento de determinados
orgaos internos (BECKHAUSER et al., 2008)

Criangas e adolescentes acometidos representam desafio especial para os médicos. A
doenga causa profundo impacto sobre a qualidade de vida e o desenvolvimento psicossocial
desses pacientes. O reconhecimento das condigdes especiais relacionadas ao crescimento
fisico e emocional de cada individuo interfere diretamente na escolha da terapia. Essa
complexa interagdo de fatores influencia, de maneira crucial, o sucesso do tratamento. O
inicio na fase infanto-juvenil ¢ frequentemente descrito como mais grave, sendo o prognodstico
diretamente relacionado a idade de inicio da doenca e a sobrevida relacionada ao
comprometimento sistémico dos rins e sistema nervoso central (APPENZELLER et al.,
2005).

O tratamento do LES deve ser individualizado e dependente da gravidade do
acometimento dos orgdos ou sistemas. Em relacdo a utilizagdo da HCQ, este vem sendo
utilizado h4a quase 50 anos. O interesse nesta molécula ainda persiste devido a relacdo
risco/beneficio, seu baixo custo e a disponibilidade de método de doseamento sanguineo
(COSTEDOAT-CHALUMEAU et al., 2008).

A comprovagdo da efetividade do tratamento com HCQ ¢ feita devido a melhora das
manifestagdes cutaneas e articulares da doenga, além de outras manifestagdes clinicas como:

artrite, serosite, anormalidades hematoldgicas e nefrologicas. Nao obstante, o risco de crise
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reincidente de lapus pode duplicar e/ou agravar quando na retirada desse farmaco (PONS-
ESTEL, 2010; KASITANON et al, 2006; ARNAL, 2002; THE CANADIAN
HYDROXYCHLOROQUINE STUDY GROUP, 1991; DUBOIS, 1978).

Nord e colaboradores (2004) demonstraram a importancia de alertar ao paciente sobre
o risco que existe de se desenvolver cardiotoxicidade em pacientes portadores de LES.
Embora seja algo raro, casos isolados ja foram relatados. Isso parece ocorrer dado devido a
doenca cardiaca primaria e aterosclerose acelerada, situagdes caracteristicas da enfermidade.
Portanto, a bidpsia endomiocérdica ¢ sugerida quando na suspeita desse tipo de toxicidade.

Ha crescente reconhecimento de que a doenga cardiovascular ¢ uma das causas de
morbidade e mortalidade prematura na AR e LES, o que levou ao particular interesse no
sulfato de HCQ, que tem um perfil cardiovascular benéfico. Essa ideia renovou o interesse
acerca deste medicamento antigo, com estudos sugerindo que todos os pacientes com LES,
incluindo criangas, devem ser tratados com sulfato de HCQ, independentemente de
manifestagdes clinicas da doenca (GASPARYAN et al, 2012; COSTEDOAT-
CHALUMEAU et al., 2010; RUIZ-IRASTORZA et al., 2008; PETRI et al., 1996).

Apesar de ser utilizado como tratamento secundario — em grandes estudos, apenas
50% dos pacientes recebem sulfato de HCQ —, estudos sugerem um retardo do dano renal,
além de reduzir a possibilidade do desenvolvimento de doencga renal cronica em pacientes em
estado terminal (PONS-ESTEL et al., 2009; SISO et al., 2008).

Além disso, o uso de sulfato de HCQ em pacientes com LES ¢ associada com a
sobrevivéncia global melhorada, redu¢do da acumulacdo de danos e menores taxas de
infeccdo. Outros dados sugerem que o inicio da enfermidade pode ser atrasado se a
administracdo do farmaco for iniciada em fases pré-clinicas (ALARC()N, 2007; FESSLER,
2005; MOLAD, 2002; RUIZ-IRASTORZA, 2009; JAMES, 2007).

Outro fator interessante ¢ que o sulfato de HCQ ¢ barato, especialmente em
compara¢cdo com os tratamentos para LES mais recentes, e estd amplamente disponivel,
mesmo em paises em desenvolvimento. Na pratica clinica, a ndo remissdo do LES ¢ a
principal razao para considerar a retirada do sulfato de HCQ. Tendo em vista a frequéncia de
crises subsequentes apds término do tratamento, acredita-se que a continua¢do da tomada do
farmaco deve ser seriamente considerada como alternativa para a retirada de todos os
tratamentos alternativos para LES. Por outro lado, a interrupgao definitiva do sulfato de HCQ
deve ser feita quando o LES permanecer ativo durante longo periodo de tempo

(COSTEDOAT-CHALUMEAU et al., 2009).
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O LED (ou lupus eritematoso cutaneo cronico) ¢ uma dermatose cronica autoimune, a
variante clinica mais comum do lupus eritematoso (LE). E desencadeado ou agravado pela
exposicao a radiagao ultravioleta, frio e determinados farmacos (FARIAS et al., 2011)

As manifestacdes clinicas do LED s3o maltiplas e variadas. A apresentacao
acneiforme ¢ rara, com apenas 6 casos descritos na literatura cientifica até agora. Essa forma
costuma ser subdiagnosticada em virtude da semelhanca com doenca inflamatdria acneica
comum. Portanto, o diagnoéstico diferencial ¢ de extrema importancia, obtendo a confirmagao
do acometimento do LED através de exames histologicos (FARIAS et al., 2011).

O tratamento ¢ frequentemente associado as manifestagcdes cutaneas, logo, a conduta
terapéutica topica ¢ essencial. Os responsaveis, médicos e legais, devem advertir o uso de
protetores solares como prevencao a progressao da doenca. Ja para o acometimento sistémico,
observa-se a utilizacdo de tetraciclina e hidroxicloroquina. Farias e colaboradores (2011)
demonstraram melhora clinica significativa apés 6 meses de tratamento em pacientes que
recebiam 400 mg de HCQ ao dia. A continuidade do trabalho ainda evidenciou a auséncia de

sinais e sintomas de comprometimento sist€émico, resultado obtido apds 12 meses de terapia

(FARIAS et al., 2011).

3.1.3 Aspectos clinicos e terapéuticos da sindrome de Sjogren

A Sindrome de Sjogren (SS) ¢ uma doenca autoimune sistémica. Caracteriza-se por
lesdo progressiva das glandulas exocrinas, acompanhada por diversas manifestagdes extra
glandulares. Mais comumente, acomete superficies mucosas (boca e olhos secos). O
desenvolvimento de linfoma também ¢ complicacdo reconhecida (PERI et al.,, 2012;
SHIBOSKI et al., 2012; SIOGREN, 1933).

E uma das doencas autoimunes mais comuns nos EUA, com estimativas de 0,5 a 3
milhdes de pessoas afetadas, principalmente em mulheres no periodo perimenopausal. E,
embora seja doenga crdnica, os sintomas de ressecamento das mucosas podem acometer um
individuo previamente saudavel. A este, da-se a classificacdo de portador de sindrome de
Sjogren priméria (SJOGREN, 1933).

A SS pode ser vista como doenca priméria ou em associagdo com outras doengas
autoimunes, tais como: AR, LES e esclerose sistémica; onde passa a ser definida como
Sindrome de Sjogren secundaria. Tais doencas afetam significativamente na qualidade de vida

dos pacientes (SHIBOSKI et al., 2012; VITALI et al., 2002).
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O diagnostico da SS ¢ tarefa bastante complexa. Varios critérios de progndstico e
diagnodstico ndo haviam sido validados até 1986, quando, em Copenhagen, foi publicado: The
First International Symposium on Sjogren’s Syndrome. Em 2002, ap6s discussdo e avaliagao
desses critérios entre especialistas americanos e europeus, uma versdo revisada foi
apresentada a comunidade internacional de reumatologistas. O Consenso Americano-Europeu
introduzia a necessidade de efetuar diagnostico diferencial, distinguindo a enfermidade
daquelas com manifestacdes clinicas e/ou achados laboratoriais semelhantes (VITALI et al.,
2002).

A mais recente revisdo, datada de 2012, trouxe novos critérios de classificagdo para a
SS. Dentre as inovacdes e pontos considerados importantes, o American College of
Rheumatology Classification Criteria for Sjogren’s Syndrome: A Data-Driven, Expert
Consensus Approach in the Sjogren’s International Collaborative Clinical Alliance Cohort,
destaca: a necessidade de incrementar o suporte a pesquisa genética e etioldgica e ensaios
terapéuticos para a enfermidade; a clareza, facilidade e alta especificidade da inser¢do dos
pacientes em ensaios clinicos, considerando os efeitos adversos potencialmente graves e
morbidades dos agentes biologicos; e a nova base de dados utilizada para a constru¢do do
consenso a partir de registro de instrumentos padronizados e testes diagndsticos (SHIBOSKI
etal., 2012).

Até o momento, nao hd nenhum tratamento capaz de modificar a evolugdo da SS. A
terapéutica ¢ baseada na substituicdo sintomatica (lagrimas e saliva artificiais) ou estimulagao
da secre¢do glandular, usando medicacdo topica ou oral. As implicagdes extra glandulares e
sisttmicas devem ser tratadas com glicocorticoides e agentes imunossupressores,
respectivamente. Estudos demonstram a eficicia da terapia com agentes bioldgicos, como o
rituximabe, para o tratamento de portadores da SS primaria (RAMOS-CASALS, TZIOUFAS
& FONT, 2007; RAMOS-CASALS & FONT, 2005; TZIOUFAS & MOUTSOPOULOS,
2003).

A terapia sist€émica para SS consiste em varios medicamentos bem conhecidos, tais
como: os corticosteroides, azatioprina, metotrexato, farmacos de origem biologica
(imunoglobulinas). A terapéutica com o sulfato de HCQ também ¢ associada ao tratamento da
doenca. Apesar de agir como imunossupressor, o farmaco ndo possui mecanismo de acao
totalmente esclarecido (RAMOS-CASALS et al., 2010; KRUIZE et al., 1993).

Tendo em vista que a SS ¢ doenca autoimune, a utilizagdo de farmacos capazes de
reduzir os niveis séricos de anticorpos ¢ considerado terapeuticamente efetivo, principalmente

as 1imunoglobulinas IgM e IgG, que respondem a infeccdes agudas e cronicas,
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respectivamente. Nesse caso, propde-se que a HCQ tenha influéncia direta sobre os linfocitos
T, atuantes na cascata metabdlica que leva a sintese dessas imunoglobulinas. Sugere-se
também que o farmaco aja na fun¢do fagocitaria dos antigenos pelos macrofagos, uma vez
que, se a funcao dos macrofagos esta comprometida, a deple¢ao das células sadias do
organismo, por sua vez, reduzird, melhorando o quadro clinico do paciente. O estudo ainda
postula que o uso da HCQ diminui a velocidade de sedimentacdo dos eritrocitos e os niveis
séricos de gamaglobulinas. Tendo em vista que os niveis de sedimentagdo dos eritrocitos
estao diretamente ligados a varias doengas, inclusive as de origem reumadtica, a reducdo da
velocidade de sedimentagdo indicaria baixa na infec¢do causada pela doenca (RAMOS-
CASALS et al., 2010; KRUIZE et al., 1993).

Nao hé evidéncias clinicas significativas de eficacia e efetividade do tratamento
utilizando o sulfato de HCQ, havendo apenas alguns curtos estudos. Lakhanpal e
colaboradores (1985) relataram melhora subjetiva nas condigdes de secura dos olhos e boca,
em trés pacientes com duracao de 9, 20 e 59 meses, respectivamente. (RAMOS-CASALS et
al., 2010). Corroborando com esses resultados, Fox e claboradores (1988) ainda
demonstraram melhores resultados de exames laboratoriais, em um pequeno estudo aberto,
utilizando 20 pacientes. Entre outros beneficios, a diminuicdo da IgG total foi bastante
significativa. Apesar de confirmar esses achados laboratoriais, Kruize e colaboradores (1993)
concluiram, em um estudo randomizado duplo cego cruzado, que o uso do sulfato de HCQ em
uma dose de 400 mg por dia, tomada ao longo de 12 meses ndo tem um efeito clinico benéfico
em pacientes com sindrome de Sjogren.

O uso do sulfato de HCQ ¢ geralmente associado em politerapia e deve ser prescrito
em casos mais graves e de dificil controle, levando em consideragdo o risco potencial de

desenvolvimento de lesdo da retina.

3.1.4 Aspectos clinicos de achados terapéuticos

Relatos apontam a eficdcia da HCQ em doencas diferentes daquelas que apresentam
condi¢des reumaticas. Embora alguns desses estudos estejam baseados em estudos de caso
individuais, hd uma gama de ensaios clinicos randomizados e controlados por placebo que
comprovam a afirmativa. Alguns desses relatos estao descritos a seguir (OLSEN, 2013).

A primeira informag¢do diz respeito a diabetes mellitus. Condi¢des hipoglicemiantes

em pacientes tratados com HCQ e CQ vém sendo observadas ha décadas. Trés pequenos
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ensaios clinicos, randomizados e controlados, utilizando pacientes desprovidos de outras
complica¢des reumaticas e recebendo uma dose relativamente alta de sulfato de HCQ (600
mg), reforcaram tal situagdo (QUATRARO et al., 1990).

O impasse talvez seja o real diagndstico dessa reacdo ao tratamento, distinguindo-a
dos efeitos gerais de uma infecgdo sistémica, uma vez que tais pacientes, muitas vezes, estao
recebendo terapia antimalarica. A magnitude dessa condi¢do pode ser suficiente para anular a
necessidade de insulina ou causar coma por hipoglicemia (KANG, MIKULS & O’DELL,
2009; SHOJANIA KOEHLER & ELIOTT, 1999; WHITE et al., 1987).

Um breve estudo prospectivo com obesos, ndo diabéticos e ndo portadores de doengas
autoimunes demonstrou a melhoria da sensibilidade a insulina, em tratamento usando HCQ
durante 6 semanas. Esses resultados sugerem que hd uma reduc¢do ndo s6 da incidéncia de
diabetes tipo 2 em pacientes que estdo sendo tratados com sulfato de HCQ para outras
condi¢des, como também da taxa de glicemia sanguinea e da resisténcia a insulina. E provavel
que esse efeito da HCQ sobre a glicose esteja relacionada a alteragcdes do pH intra-
endossomal, a¢do essa que resulta na redu¢do da degradacdo da insulina no tecido adiposo
humano (OLSEN et al., 2013; MERCER et al., 2012).

Outro achado interessante ¢ a capacidade da HCQ de reduzir eventos
tromboembdlicos. Ha mais de duas décadas, Johnson & Charnley (1979) relataram a utilidade
profilatica do sulfato de HCQ para evitar significativos eventos tromboticos em condigdes
pos-operatorias de artroplastia total do quadril. Uma anélise de coorte prospectiva demonstrou
efeito protetor dos antimalaricos no desenvolvimento de trombose, bem como em melhoria
significativa da sobrevivéncia. Um estudo mais recente — analise de coorte-base, utilizando
1930 pacientes portadores de LES — analisou os fatores que foram associados a um ou mais
eventos trombdticos, no qual se evidenciou que o uso de sulfato de HCQ foi
significativamente associado a um risco reduzido de trombose, principalmente em pacientes
jovens (RUIZ-IRASTORZA et al., 2010; KAISER, CLEVELAND & CRISWELL, 2009;
WALLACE, 1987; ERNST, ROSE & LEE, 1984; JOHANSSON, FORSBERG &
JOHNSSON, 1981).

Viarios mecanismos tém sido propostos para os efeitos antitromboticos do sulfato de
HCQ. O mais provavel parece ser a redu¢do de agregacao plaquetdria ou ainda, a inibi¢do da
liberacdo dos alfa-granulos, estruturas que possuem os fatores que participam da cascata de
coagulagdo. Porém, esses achados limitam-se a estudos in vitro. No entanto, a concentracao
necessaria para que seja possivel observar tal efeito (25 mg/mL) ¢ 200 vezes maior do que os

niveis no sangue que sao relatados em pacientes tratados, de modo que pode ser explicada a
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razdo deste efeito permanecer apenas especulativo (FRANCES et al., 2012; PROWSE,
PEPPER & DAWES, 1982; JOHANSSON, FORSBERG & JOHNSSON 1981).

A reducao do risco cardiovascular, devido ao efeito geral benéfico sobre o perfil
lipidico quando em tratamento com o sulfato de HCQ, ja € reconhecido ha duas décadas. Petri
e colaboradores (1994), em estudo de coorte longitudinal, mostraram associagdo significativa
entre o tratamento com sulfato de HCQ, com doses entre 200 a 400 mg por dia, € menores
niveis de colesterol. Resultados semelhantes foram obtidos por Rahman e colaboradores
(1999), destacando ainda a recuperagao dos niveis de colesterol quando na descontinuacao da
terapia com o sulfato de HCQ. Assim, estudos recentes vém comprovando a reducao de niveis
lipidicos, colesterol total e até mesmo de lipoproteinas de baixa densidade em pacientes
portadores de AR ou LES, os quais recebem tratamento com o farmaco em questdo, por
periodos de tempo relativamente diminutos (CAIROLI et al., 2012; MORRIS et al., 2011;
MIRJAFARI, AL-HUSAIN & BRUCE, 2011; O’DELL et al., 2001; KAVANAUGH et al.,
1997; MUNRO et al., 1997).

Os mecanismos responsaveis pelas alteragcdes do perfil lipidico com sulfato de HCQ
ndo estdo bem elucidadas. Estudos postulam que isso ocorre devido a taxa de depuragdo
significativamente mais elevada de fragdes lipidicas ou até mesmo a regulagdo positiva do
receptor de lipoproteinas de baixa-densidade (LDL) (SACHET et al., 2007).

Pelo fato de ter sido desenvolvido como agente antiparasitario, uma possivel eficacia
em relacdo a outros tipos de infec¢do pode ser prevista. Assim, € correto associar o tratamento
de pacientes com doencas autoimunes, utilizando sulfato de HCQ, ao menor risco de
infec¢des. Isso foi evidenciado em uma analise de mais de 200 pacientes, portadores de
nefrite lapica, onde o grupo de pacientes em que os antimaldricos foram utilizados antes do
diagnostico de nefrite apresentou quadros infecciosos significativamente menores do que
aqueles que ndo receberam tratamento com um dos firmacos dessa classe terapéutica. Além
disso, dos 20 pacientes que vieram a dbito, 19 estavam no grupo que nao recebeu o sulfato de
HCQ e, seis destes nove, morreram como resultado de infec¢des, enquanto que nenhuma
morte por causas infecciosas foi observada no grupo tratado com sulfato de HCQ (OLSEN et
al., 2013; SISO et al., 2008).

Talvez o fator mais surpreendente seja a grande quantidade de literatura publicada
documentando a utilidade de antimalaricos, sulfato de HCQ em especial, no tratamento de
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Ha pouco mais de uma década, dois
ensaios clinicos controlados demonstraram a eficicia do sulfato de HCQ na infec¢do pelo

micro-organismo.
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O primeiro destes, um estudo controlado com placebo, no qual 40 pacientes com
niveis de linfocitos T CD4+ maiores do que 200 células/mm’, foram randomizados para
receberem 800 mg/dia de sulfato de HCQ ou placebo, durante 8 semanas. O grupo tratado
mostrou um declinio significativo nos niveis de acido ribonucleico (RNA) viral, enquanto que
este valor foi maior no grupo de tratamento com placebo. A percentagem de células T CD4+
permaneceu estavel (SPERBER et al., 1995).

O segundo estudo trazia 72 pacientes, soropositivos para o HIV, os quais foram
randomizados para receber a mesma dosagem do farmaco, mas dessa vez, ao invés do
placebo, estes receberiam 500 mg/dia de zidovudina (ZDV), em um esquema duplo-cego. O
grupo tratado com o antimaldrico mostrou uma diminui¢cdo significativa do RNA viral
plasmaticos, apds 16 semanas de tratamento, mantendo estavel o nivel de células T CD4+,
além de baixos niveis séricos de interleucina-6 (IL-6) e de imunoglobulina G (IgG) apds o
tratamento. O grupo tratado com ZDV também obteve um numero significativamente menor
de cargas virais, entretanto, ndo houve alteragdes de grande magnitude nos niveis séricos de
IL-6 ou de IgG. Uma vez que niveis elevados de IL-6 sdo geralmente associados a um maior
risco de progressdao do HIV, estes resultados com sulfato de HCQ foram encorajadores em
termos de modula¢des imunolodgicas, uma vez que estas sdo geralmente favoraveis e podem
contribuir para a eficacia global da terapia em, pelo menos, alguns pacientes infectados
(OLSEN, 2013; SPERBER et al., 1997).

Paton & Aboulhab (2005), utilizando uma dose menor de sulfato de HCQ (200
mg/dia), hidroxiureia e didanosina — inibidor da transcriptase reversa —, atestaram a
significativa redu¢do da carga viral em cerca da metade dos pacientes, com niveis
indetectaveis no final do estudo, permanecendo constante o nivel de linfécitos T CD4+.

A principio, a ideia de se confeccionar formas farmacéuticas contendo um farmaco
relativamente barato para a terapia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foi
considerada plausivel, visando utiliz-las em paises menos ricos com altas taxas de infec¢dao
pelo HIV. Em contrapartida, a disponibilidade de medicamentos genéricos de baixo custo € o
apoio do governo nesse tipo de tratamento reduziu a urgéncia e interesse sobre a abordagem.
No entanto, o uso da HCQ adjuvante em associagdo de dose fixa com determinados fAirmacos
para o tratamento da AIDS vem sendo bastante discutido (AGUIRRE-CRUZ et al., 2010;
SAVARINO et al., 2001).

O mecanismo dessa acdo antimicrobiana parece ser a alcalinizagdo de vesiculas 4cidas
intracelulares, o que inibiria o crescimento dos micro-organismos. Estudos também sugerem

que a reducgdo na carga viral na infec¢ao pelo HIV ocorre devido a perturbagao da glicosilagao
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pos-transducional do envolope protéico do virus (proteina gp120), resultando na redugdo da
capacidade infecciosa de particulas virais recém-produzidas (ROLAIN, COLSON &
RAOULT, 2007; SAVARINO et al., 2001; CHIANG et al., 1996).

O efeito protetor do tratamento utilizando o sulfato de HCQ sobre o risco de tumores
malignos no LES tem sido sugerido por determinados estudos observacionais. A razao para
que haja certa discrepancia de resultados entre esses estudos parece ser o longo prazo de
seguimento — duas ou mais décadas — para que seja possivel a observagao de possiveis efeitos
sobre o desenvolvimento de doengas malignas (SISO et al., 2008; RUIZ-IRASTORZA et al.,
2007).

A incorporagdo deste antimaladrico em regimes de quimioterapia tornou-se inovadora
na area da oncologia. A abordagem baseia-se na hipdtese de que as acdes lisossomais,
caracteristica do mecanismo de agdo do sulfato de HCQ, possam aumentar a resposta padrao

dos agentes quimioterapicos. Entretanto, limitados estudos clinicos sugerem que esta pode ser

uma abordagem util (OLSEN et al., 2013; MANSILLA et al., 2010).

3.1.5 Efeitos adversos do uso da hidroxicloroquina

Os riscos do tratamento com sulfato de HCQ sdo relativamente baixos. Em geral,
correspondem a intolerancia  gastrintestinal (nauseas, vOmitos, dor abdominal),
hiperpigmentacao da pele, branqueamento dos cabelos, cefaleia, tontura. No entanto, continua
a existir um potencial especifico para efeitos adversos mais graves, como a lesdo de retina
(retinopatia) e neuromiotoxicidade (OLSEN et al., 2013; MARMOR et al., 2011; WOLFE et
al., 2010; TANENBAUM, DENNY & TUFANELLI, 1990).

A 1identificacdo de individuos que correm alto grau de risco para o desenvolvimento
desses problemas seria util, mas poucas analises preditivas sdo confidveis. Durante muitos
anos, o peso corporal tem sido defendido como um marcador, mas um estudo recente sugere
que esta variavel, bem como a idade e dosagem diaria, ndo estavam relacionadas com a
toxicidade. A seguranc¢a pode ser reduzida em individuos com deficiéncia de glicose-6-fostato
desidrogenase (G6FD), logo, o uso de antimalaricos deve ser evitado. Essa classe terapéutica
funciona como compostos indutores de hemolise em individuos com deficiéncia da enzima
G6FD, importante antioxidante dos globulos vermelhos (OLSEN et al., 2013; MARMOR et
al., 2011; WOLFE et al., 2010).
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Muitos desses efeitos adversos parecem ocorrer devido ao acréscimo do pH
endossomal, o que altera o processamento de certas proteinas e a ligagdo de componentes
biologicos aos receptores. Outros estudos postulam diferentes mecanismos, como: fortes
ligagdes in vitro farmaco:acidos nucléicos e inibicdo do calcio de sinalizagdo em células
linfoides (KUZNIK et al., 2011; GOLDMAN et al., 2000).

Os efeitos adversos oculares e cutineos da HCQ s3o possivelmente reacdes
fototoxicas. Dos relatos de substincias medicamentosas que causam fototoxicidade, um
numero significativo deles contém cloro, como a HCQ. Sugere-se que o radical livre cloreto,
formado da quebra da ligacao C-Cl, seja um dos responsaveis pelos danos, uma vez que esse
se combina com proteinas da pele, por exemplo (MOORE & HEMMENS, 1982; MOORE &
TAMAT, 1980, TONNESEN et al., 1988).

Por razdes como estas, o uso de antimalaricos exige um acompanhamento regular e
supervisao médica.

A toxicidade ocular associada aos agentes antimalaricos foi observada pela primeira
vez em 1957. Em 1959, Hobbs & Sorsby reconheceram pela primeira vez a toxicidade
retiniana associada ao uso de hidroxicloroquina (WEINBERG & D’AMICO, 1994; HOBBS
& SORSBY, 1959).

Estudos iniciais relataram casos de retinopatia quando no uso de antimaléricos para o
tratamento de doencas como AR e LES. Toxicidade retiniana mediada pelo uso cronico de
sulfato de HCQ tem uma baixa incidéncia, menor que aquela apresentada pela CQ, além de
ser menos grave também. Isso ocorre devido a presenga do grupo hidroxil, sendo o farmaco
incapaz de ultrapassar a barreira hematorretidiana, diferente da CQ, o que poderia causar a
opacidade da cormnea ou alteracdes de motilidade (MAVRIKAKIS et al., 2003;
MAVRIKAKIS et al., 1996).

Trabalhos mostram que a frequéncia da retinopatia causada pelo acumulo de HCQ
varia de 0,001 a 40%, mas milhares de pessoas utilizam este medicamento para diversos fins.
Contudo, a toxicidade oftalmologica deste farmaco ¢ uma preocupacao séria, pois, mesmo
apos a retirada da medicagdo, ha pouca ou nenhuma recuperagdo visual, e, por vezes, ha
progressdo da perda visual (EASTERBROK, 1993; RAINES, BHARGAVA & ROSEN,
1989; ELMAN et al., 1976, HOBBS, EADIE & SOMERVILLE, 1961; HENKIND &
ROTHFIELD, 1963).

Em 2002, a Academia Americana de Oftalmologia publicou recomendagdes para o
diagnostico e/ou prognostico da retinopatia induzida por CQ ou HCQ. Fato ¢ que melhores

ferramentas de rastreio e novos conhecimentos sobre a prevaléncia de toxicidade tém
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aparecido nos anos seguintes a publicagdo, justificando a necessidade de atualizacdo. Até o
momento, ndo existe nenhum tratamento definitivo para esta complicagdo, por isso ¢
necessario que médicos e pacientes estejam cientes do risco do uso do medicamento para
minimizar possiveis danos toxicos (MICHAEL et al., 2011; MARMOR et al., 2002).

O mecanismo que causa toxicidade ocular ndo ¢ bem compreendido. Agentes
antimaléricos tém efeitos agudos sobre o metabolismo das células da retina, incluindo
fotorreceptores. Entretanto, ndo ¢ claro se estes efeitos metabolitos sdo as causas, em curto
prazo, dos danos lento e cronico, que caracterizam o estado clinico de toxicidade. A HCQ se
liga @ melanina no epitélio pigmentado da retina e esta ligagdo acaba por concentra-lo e
contribuir ou prolongar os seus efeitos toxicos (MICHAEL et al., 2011).

O quadro clinico da toxicidade mediada pelo acimulo de sulfato de HQC caracteriza-
se classicamente por maculopatia em olho de boi (Figura 4). Essa condicdo resulta em
defeitos reprodutiveis e bilaterais do campo visual, que pode ser detectada pela tela de Amsler
ou perimetria automatizada. Pode haver uma fase muito precoce de perda funcional da visao,
onde a retirada do farmaco permite uma reversdo da toxicidade (MICHAEL et al., 2011;
SILVA & SILVA, 2009).

Novos dados demonstraram que o risco de toxicidade aumenta abruptamente para 1%
depois de 5 a 7 anos de uso, ou uma dose cumulativa de 1000 g de sulfato de HCQ, tendo em
vista que a dose individual ¢ de, geralmente, 400 mg ou calculada por peso-dependéncia. O
risco aumenta ainda mais com o uso continuado da droga. A falha renal ou hepatica deve ser
considerada, uma vez que esses O0rgdos sdo os responsaveis pela depuracdo do farmaco. A
idade, fatores genéticos e pacientes portadores de maculopatia devem também ser
considerados como fatores de risco determinantes para a descontinuagio do tratamento. E
desaconselhado o tratamento prolongado em criangas e em portadores de hipersensibilidade as
4-aminoquinolonas (MICHAEL et al., 2011).

Aos pacientes que irdo se submeter ao uso de antimalaricos, um exame inicial ¢é
aconselhado para servir como um ponto de referéncia e para descartar maculopatia. Este ¢ um
agravamento da retinopatia de carater genético, o que pode vir a ser uma contraindicagdo ao
uso desses agentes terapéuticos. O protocolo de rastreio anual deve ser iniciado apos 5 (cinco)
anos de exposicdo continuada ao farmaco. Testes como eletrorretinograma multifocal,
tomografia de coeréncia Optica, fundo autofluorescéncia, além de exames habituais como
campos de visdo e exames de fundo de olho s3o altamente preconizados. (MICHAEL et al.,

2011).
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Figura 4. Retinografia a cores: Macula em olho de boi (SILVA & SILVA, 2009).

Aconselha-se que os pacientes devam estar cientes do risco de toxicidade e dos
fundamentos para a triagem, visando a detec¢do ou minimizagdo da incidéncia do efeito. Os
medicamentos devem ser interrompidos, se possivel, quando a toxicidade ¢ reconhecida ou
fortemente suspeita. Esta ¢ uma decisdo a ser tomada em conjunto: pacientes e seus médicos

(MICHAEL et al., 2011).

3.1.6 Aspectos Farmacocinéticos

O sulfato de HCQ ¢ comercializado e administrado ao paciente como racemato,
mistura equimolar de dois enantiomeros: (+)-HCQ e (-)-HCQ. Entretanto, ndo hé informacao
disponivel sobre possibilidades de disposi¢do estereosseletiva e atividades farmacologicas dos
enantiomeros isolados (SOLOMONS & FRYHLE, 2005; McLACHLAN et al, 1993).

Apesar deste fato, diversos estudos buscam mensurar a concentragdo de cada um dos
enantiomeros da HCQ e de seus respectivos metabolitos. McLachman e colaboradores (1993)
sugeriram a existéncia da atuacdo de um ou mais processo(s) estereoseletivo(s) no arranjo da
molécula da HCQ em plasma e urina. Tais processos seriam: inversdo quiral, absorcao,
distribuicao e excre¢do renal. Entretanto, considerando a estabilidade dos grupos vicinais do
centro quiral da molécula, a possibilidade de haver inversao quiral parece ser remota. Os
demais se demonstraram estereosseletivos (BROCKS & MEHVAR, 2003; BROCKS et al.,
1992; McLACHLAN et al., 1993; McLACHLAN et al. 1994; DUCHARME et al., 1994).

As altas concentragdes de (-)-R-HCQ no sangue e plasma, comparadas aquelas vistas

com o (+)-S-HCQ, corroboram a existéncia de processo(s) estereoseletivo(s) na disposi¢ao do
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farmaco em questdo. Postula-se que o enantiomeros (R) ¢ preferencialmente concentrado
pelos compostos celulares do sangue e, uma vez fixado, deixaria o enantidmero (S) mais
disponivel para o metabolismo. Entretanto, estudos mostram que este ¢ os demais processos
estereosseletivos  apresentam  significativa variabilidade entre diferentes individuos.
(McLACHLAN et al., 1994; McLACHLAN et al., 1993; GUSTAFSSON et al., 1986).

Nao ha informagdes disponiveis capazes de garantir a eficdcia e toxicologia de cada
um dos enantidmeros. Também ndo se sabe qual deles ¢ o responsavel pela atividade
antiartritica. Haberkorn e colaboradores (1979) indicaram limitados dados de toxicidade em
ratos, demonstrando que o (+)-R-CQ ¢ o isdmero mais toxico por possuir menor dose letal
que o seu enantiomeros (S). O trabalho ainda evidencia que a (+)-S-CQ, que tem a estrutura
muito similar a HCQ, demonstrou atividade antimalédrica mais potente que a (-)-R-CQ, em
ratos. Entretanto, a simples semelhanca estrutural ndo permite a extrapolacdo dos dados
supracitados para o tratamento da artrite reumatoide (BROCKS et al., 1992).

O sulfato de HCQ apresenta absorcdo oral e intestinal varidveis com
biodisponibilidade de aproximadamente 74% e distribui-se pelo organismo apresentando
retengdo prolongada nos olhos, figado, epiderme, pulmdes, outras areas ricas em melanina. Na
epiderme, a concentracdo do fairmaco pode chegar a ser 100 a 200 vezes maior que os niveis
plasmaticos. Nos eritrdcitos, a concentragdo € de 2 a 5 vezes maior do que a plasmatica, uma
vez que a HCQ possui substancial capacidade de ligacdo as proteinas plasmaticas
(DUCHARME et al., 1994; TANENBAUM, DENNY & TUFFANELLI, 1980).

O metabolismo dos derivados da 4-aminoquinolona é complexo e extenso. Depois de
longa administrag¢do, o plasma contém niveis significativos de HCQ e de seus trés principais
metabolitos, os quais ainda possuem o centro quiral. Portanto, todos existem em pares de
enantiomeros, oito diferentes substancias (IREDALE, FIEGER & WAINE, 1993).

Deve-se esperar o acimulo do fdrmaco e seus metabolitos, quando em dosagens
cronicas. O composto possui longa meia-vida plasmatica, estimada em mais de 40 dias, logo
pode atingir altas concentracdes (6.000 a 80.000 vezes maior que o nivel plasmatico). Além
disso, a meia-vida plasmatica aumenta proporcionalmente ao aumento da dose. Estudos atuais
sdo capazes de mensurar esse parametro farmacocinético por CLAE em sangue total
(COSTEDOAT-CHALUMEAU et al., 2006; TETT et al., 1989; TANENBAUM, DENNY &
TUFFANELLI et al., 1980).

A principal via de excrecdo € a renal, com 23 a 25% do composto excretado em sua
forma inalterada, juntamente com os metabolitos. Ducharme e colaboradores (1995)

observaram elimina¢do mais rapida do enantiomero (+)-(S)-HCQ comparada com o (-)-(R)-
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HCQ, provavelmente devido a mais rapida excrecdo urindria e metabolismo hepatico. Esse
resultado foi corroborado por Fieger e colaboradores (1993). O trabalho ainda evidenciou que
os metabolitos derivados do enantidmeros (S) representaram 80-90% da dose urindria
recuperada e que ndo foram detectados metabolitos no sangue.

Ao contrario do exposto por Tett e colaboradores (1989), overdoses por
hidroxicloroquina, apesar de raramente relatadas, 7 (sete) casos foram evidenciados em uma
revisdo da literatura médica realizada por Marquardt e colaboradores (2001). Entretanto, ainda

nao ha harmonizag¢ao do tratamento dessa situagao.

3.1.7 Aspectos Tecnologicos

Toda e qualquer matéria-prima adquirida possui uma gama de fatores intrinsecos,
determinantes do delineamento de formas farmacéuticas. A industria farmacéutica deve,
portanto, realizar completo estudo sobre cada insumo utilizado. A essa investigacdo, da-se o
nome de caracterizagdo. A caracterizacgdo, etapa fundamental do estudo de pré-formulacao,
tem como base a pesquisa da identidade do farmaco e de suas propriedades fisico-quimicas.
Para tal, ¢ possivel recorrer a uma série de técnicas analiticas. Essas sdo frequentemente
especificadas nas monografias publicadas em compéndios oficiais. Entretanto, muitas outras
técnicas complementares podem ser feitas a fim de gerar completo dossié contendo
informacdes robustas sobre o firmaco em questao.

Inicialmente, deve-se garantir a identidade quimica de determinada matéria-prima.
Nesse caso, métodos espectrofotométricos sdo bastante utilizados. Os espectrofotometros de
infravermelho (IV) e Raman oferecem procedimento simples e rapido capaz de identificar
pequenas diferencas estruturais entre as moléculas. A selecdo do método depende do principio
da técnica. A absor¢do no IV depende da variacdo do momento de dipolo da molécula e o
espalhamento Raman, da variagdo da polarizabilidade. Isso resulta em informagdes
complementares nos espectros Raman e IV, embora nos casos de baixa simetria molecular
existam bandas nas mesmas posic¢oes, variando somente a intensidade. Geralmente, vibragdes
simétricas e grupos nao polares fornecem as bandas de espalhamento de Raman mais intensas,
enquanto vibracdes assimétricas e grupos polares fornecem bandas de absor¢do mais intensas
no IV (SPONG et al., 2004; STEPHENSON et al., 2001).

A espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV) ¢ uma técnica utilizada para

identificar moléculas dotadas de grupos cromodforos em sua estrutura. E confiavel, rapida, de
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facil utilizagdo, possui baixo custo operacional e ¢ bastante simples no que diz respeito a
interpretagdo de seus resultados (GALO & COLOMBO, 2009; SOARES et al., 2008).

A espectrometria de massa também pode ser utilizada para garantir a identidade
estrutural. Na técnica, moléculas sdo bombardeadas com laser de elétrons de alta energia,
convertendo algumas delas em ions, que sdo acelerados em um campo elétrico. Em seguida,
os ions sdo separados de acordo com a relagdo massa-carga no campo elétrico e os ions que
tém particular relagdo massa-carga sao detectados por um dispositivo capaz de contar o
numero de ions que o atingem. Devido ao principio do método, a técnica ainda possibilita a
elucidagdo da estrutura quimica de produtos de degradacdo e, por consequéncia, de possiveis
rotas degradativas (PAVIA, 2001).

A solubilidade da matéria-prima em dado solvente, a temperatura constante, ¢ outro
parametro caracteristico da substancia. Portanto, pode ser utilizada para identificacdo e
avaliagdo de grau de pureza. Este principio baseia-se na analise de solubilidade por fases e o
procedimento consiste na adigdo de porgdes crescentes de amostra a volumes constantes de
solvente no qual a substancia analisada mostra apenas ligeira solubilidade, visando a obtencao
de solucdo saturada dessa substancia. Apos o equilibrio do sistema, sob agitacdo prolongada e
temperatura constante, determina-se o conteudo total de soluto na solu¢cdo sobrenadante e
traca-se o diagrama de solubilidade por fases. Os parametros de solubilidade sao aplicados em
todos os aspectos do delineamento de formas farmacéuticas. E possivel dividir essa influéncia
exercida em trés principais grupos: a previsdo das propriedades de materiais desconhecidos,
avaliacdo dos efeitos sobre as propriedades de processamento de materiais e a previsdo de
interacdes e incompatibilidades entre materiais (BRASIL, 2010; HANCOCK, YORK &
ROWE, 1997).

A capacidade de sor¢do de 4dgua, ou higroscopicidade, também deve ser considerada.
A umidade ¢ um fator que influencia na estabilidade fisico-quimica e microbioldgica dos
materiais sélidos. Ela assume papel significativo nas caracteristicas reologicas do produto,
essenciais no desenvolvimento de uma forma farmacéutica sélida (CHAVES; COSTA;
FREITAS, 2009).

Ainda sobre caracteristicas intrinsecas ao farmaco, Semeniuk e colaboradores (2008)
evidenciaram, por técnicas de cristalografia e difragdo de raios-X, a proje¢do da estrutura
cristalina e interacdes intermoleculares do monocristal do sulfato de HCQ. Conforme o
estudo, cada um dos atomos de nitrogénio da base livre ¢ um doador de prétons nas ligagdes
de hidrogénio intermoleculares com os dtomos de oxigénio do anion sulfato. Além disso, por

se tratar de um sal de sulfato, ¢ possivel observar a formagdo de “supermoléculas” contendo

FERRAZ, L. R. M. Aplicagdo de quality by design e técnicas termoanaliticas no estudo de pré-formulagao para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas 4 base do farmaco antirreumatico sulfato de hidroxicloroquina, 2014.



58

dois cations e dois anions, a base livre do farmaco e o sulfato, respectivamente. O trabalho
ainda compara a presenca do grupo hidroxila, em relagdo a sua auséncia no fosfato de
cloroquina onde foi sugerido que a adicdo de mais um doador de préton parece ndo promover
grandes alteracdes na conformacao da molécula, no entanto aumenta a interagdo desta com o
receptor transmembranar do parasita (receptor putativo) (KOYAMA, 2012).

A difracdo de raios-X ¢ uma técnica cristalografica na qual um composto cristalino
fornece um perfil de difragdo caracteristico, constituido por picos, equivalentes as cristas em
fase da radiacdo incidente. E possivel identificar a forma cristalina e o grau de cristalinidade
da amostra a partir do padrdo do difratograma e da area total sob os picos de difracdo
(SANTOS, 2011; SANTOS, 2008; CAO, GUO & PING, 2005)

Sobre a formacdo do sal, sugere-se que sintese do sal de sulfato deva-se a dois
parametros: a solubilidade e ao ponto de fusdo, intrinsecos ao farmaco como base livre. Em
geral, sais de acidos ou bases organicas possuem maior solubilidade em agua do que suas
correspondentes formas livres, desde que ndo seja observado efeito de ion-comum. Em
relacdo a HCQ, sua solubilidade em 4gua foi mensurada através de ALOGPS. O resultado
obtido — 2,61.10 g/L — ¢ considerado como praticamente insolivel, segundo a Farmacopeia
Brasileira 5* Edigdo (UNIVERSITY OF ALBERTA, 2013; BRASIL, 2010; SWEETANA &
AKERS, 1996).

Quanto ao ponto de fusdo, farmacos destinados a forma farmacéutica comprimido
devem possuir elevado valor para tal parametro (superior a 80°C, pelo menos). Isso ocorre
porque, geralmente, fArmacos com baixo ponto de fusdo exibem deformagdes plésticas que
podem resultar na aglomeragdo de particulas e, por consequéncia, alterar as propriedades de
fluxo e compressibilidade, impactando negativamente na uniformidade de dose, desintegracao
e taxa de dissolug¢do. Além disso, a propria metodologia de obtencdo de comprimidos pode
acarretar problemas em relagdo a temperatura, como a fusdo do firmaco, devido a energia
aplicada na pressao que € exercida para efetuar a compressdo ou a secura em estufa de um
granulado obtido por via timida. Contudo, o baixo valor do ponto de fusdo da base livre do
farmaco (90°C), poderia ser um impasse durante o desenvolvimento de obtengdo de formas
farmacéuticas solidas (VERBEECK et al, 2006; GLANZNER & SILVA, 2010;
UNIVERSITY OF ALBERTA, 2013).

Visando determinar o ponto de fusdo, outra propriedade fisica inerente ao farmaco, as
técnicas de analise térmica sdo comumente utilizadas. Entre elas, destacam-se: a calorimetria
diferencial exploratoria (DSC) e a termogravimetria (TG). O DSC permite a detecgdo

quantitativa de todos os processos que requerem ou produzem energia. Este método tem
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grande importancia nos estudos de pré-formulagdo, uma vez que fornece informagdes sobre
possiveis interagdes entre os diversos componentes de uma formulagdo. O TG avalia a
variagdo de massa de uma amostra, resultado de um evento térmico. Essa variacdo &,
frequentemente, em funcao da temperatura ou em fungdo do tempo, a temperatura constante
(SANTOS, 2011; ROLIM, 2010).

Apo6s identificagdo inicial da matéria-prima, o estudo de pré-formulagao € passo
conseguinte. No caso de matéria-prima solida, faz-se necessario realizar completo estudo
acerca das caracteristicas reologicas: escoamento ¢ deformagdao quando submetido a tensao.
Nessa fase de investigagdes e desenvolvimento de formulacdes, as medi¢des reoldgicas sao
utilizadas para definir diversos parametros, entre eles: velocidade de escoamento, facilidade
de deslizamento quando na maquinaria de compressao, manuten¢ao da forma farmacéutica.
Assim como os fatores intrinsecos supracitados, outras especificidades inerentes a matéria-
prima sdo determinantes na composi¢ao do fendmeno da reologia, pode-se destacar: tamanho
de particula e de poros, area superficial e, por consequéncia, propriedades de fluxo (WOOD,
2001).

A redugdo do tamanho de particula conduz ao aumento da area de superficie especifica
do pd, ou seja, da area de superficie por unidade de peso. As velocidades de dissolugdo, de
absor¢ao do farmaco e a uniformidade de contetdo e estabilidade da forma farmacéutica sao
dependentes do grau de variagdo do tamanho de particula, da distribuicdo de tamanho e das
interagdes entre as superficies solidas (STANIFORTH, 2005).

A area superficial dos solidos ¢ uma das principais caracteristicas de pds finos. Esta é
definida como a superficie interna presente no material por unidade de massa (m”.g™") ¢ pode
apresentar grandes variacdes em virtude da forma, tamanho da particula e porosidade. A area
superficial especifica ¢ inversamente proporcional ao didmetro médio do poro. Isto é, uma
grande superficie especifica indica a presenca de pequenos poros, enquanto pequenos valores
sdo caracteristicos de materiais macroporosos de corpos nao porosos (LOWELL & SHIELDS,
1991; SVAROVSKY, 1987).

O tamanho da particula e a distribuigdo do tamanho de particulas tém influéncia sobre
as propriedades de fluxo de um p6. Os fatores que determinam tal fluidez sdo: tamanho da
particula, distribuicdo do tamanho de particula, morfologia da particula, teor de umidade e
natureza higroscopica do material. Entretanto, a principal consideracdo ¢ o grau de
aglomeragado das particulas. Particulas pequenas aderem-se muito mais fortemente entre si do

que particulas grandes, logo pos finos apresentam uma maior tendéncia a aglomeragdo. A
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fluidez de um pd aumenta com o aumento do tamanho da particula (PORTE, LEAO &
PORTE, 2011).

Diversas metodologias podem ser aplicadas para delinear caracteristicas intrinsecas as
matérias-primas. Isso € ainda mais importante quando se trata de insumos farmacéuticos
ativos. Nesse caso, além dos parametros citados até entdo, ¢ importante investigar: o teor de
umidade residual (principalmente em materiais sélidos pulverulentos); as caracteristicas das
particulas e aglomerados e, consequentemente, suas propriedades reologicas; a
compatibilidade do farmaco com os outros componentes da formulagdao. Essas investigacdes
fornecem os subsidios necessarios para a realizacdo dos passos conseguintes do setor
produtivo: os estudos de pré-formulacao e de estabilidade.

O estudo de pré-formulagdo pode ser definido como a completa investigagdo das
propriedades fisico-quimicas do insumo farmacéutico ativo, isolado ou combinado com os
demais excipientes que compdem uma formulacdo. O objetivo desse estudo ¢ fornecer
informagdes uteis o bastante para obter formas farmacéuticas seguras, estaveis, eficazes e com
biodisponibilidade adequada. E, talvez, a etapa limitante do desenvolvimento de produtos e
requer atencao especial de todo o setor envolvido nesse processo. Portanto, faz-se necessaria a
aplicagdo da filosofia de quality by design, uma vez que, deve-se planejar e eliminagdo e/ou
redugdo de interferéncias e de dispéndio de recursos (MORETTO & CALIXTO, 2009).

O estudo de estabilidade (EE) ¢ etapa fundamental na garantia da seguranca e
qualidade de todo e qualquer medicamento. A partir desse estudo, evidéncias podem ser
obtidas sobre o comportamento de um medicamento ao longo do tempo, frente a influéncia de
determinados fatores, tais como: temperatura, umidade, luz e oxigénio reativo. Com isso,
pode-se estabelecer o prazo de validade de tal produto, bem como as condigdes essenciais de
transporte e armazenamento (SEHRAWAT, MAITHANI & SINGH, 2010; ICH, 2003).

Estabilidade pode ser definida como o tempo durante o qual o insumo farmacéutico
ativo mantém a sua integridade fisico-quimica, dentro dos limites especificados, desde o
momento do seu fabrico até a sua estocagem e administragdo. Outro conceito define
estabilidade como o periodo de tempo em qual a poténcia do produto farmacéutico esta
reduzida a ndo mais que 10%, desde que os produtos oriundos dessa altera¢do estejam todos
qualificados e, muitas vezes, quantificados (SILVA et al, 2009; STULZER & SILVA, 2006).

Os EE devem ser realizados em condi¢des similares as condi¢cdes ambientais médias
encontradas nos locais onde o medicamento em questdo serd comercializado. Essa ¢ a
classificagdo harmonizada adotada por diversos 6rgaos, como o Internation Conference on

Harmonization (ICH) (ICH, 2003).
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No Brasil, ha recente legislagao sobre EE. A RDC n° 45 de 9 de agosto de 2012 dispoe
sobre a realizacdo de estudos de estabilidade de insumos farmacéuticos ativos (IFA). Segundo
ela, o EE deve avaliar todas as caracteristicas do IFA que sdo susceptiveis a alteragcdes durante
toda a sua vida util — periodo compreendido desde a fabricagdo e incorporagdo a forma
farmacéutica até a tomada do medicamento que o contém. Portanto, a mencionada resolug¢ao
objetiva prever, determinar ou acompanhar a data de reteste ou prazo de validade de IFAs
(BRASIL, 2012).

Outra publicacdo referente a estabilidade precedeu a RDC n® 45. A resolugdo
especifica RE 01 de 29 de julho de 2005 — que revogou a resolugdo RE n° 398, de 12 de
novembro de 2004 —, no entanto, traz em anexo o “Guia para a realizagdo de estudos de
estabilidade”, ndo contemplando o principio ativo utilizado na formulacgdo. Isso justifica a
importancia da constante atualizagdo da Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
no que tange os EE e a garantia de seguranca e eficicia de medicamentos. Recentemente a
ANVISA publicou a consulta publica CP n°® 11, de 23 de janeiro de 2012 requisitando a
apresentacdo de criticas e sugestdes relativas a proposta de nova RDC que estabelece
parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em
medicamentos com principios ativos sintéticos e semissintéticos, classificados como novos,
genéricos e similares. Entretanto, at¢ o momento, nada foi efetivado (BRASIL, 2012;
BRASIL, 2005).

Segundo a RDC n° 45, A data de reteste ou prazo de validade do IFA devem ser
determinados por estudo de estabilidade de longa duracdo. Esses devem ser executados bem
com aqueles descritos pela RE 01/2005. Os EE sao classificados em: acelerado, de longa
duracdo e de acompanhamento (BRASIL, 2012; BRASIL, 2005).

O estudo acelerado ¢ projetado para aumentar a velocidade de degradacdo quimica
e/ou alteragdes fisicas no IFA pela utilizagdo de condigdes drasticas de armazenamento
(umidade relativa e temperatura), com o proposito de monitorar as reagdes de degradacao e
elucidar as condi¢des necessérias para a execucdo do estudo de longa duragdo. E possivel
estabelecer data de reteste ou prazo de validade provisorio de no maximo 24 (vinte e quatro)
meses com resultados minimos de seis meses de estudo acelerado ou doze meses de estudo de
longa duragdao (BRASIL, 2012).

O estudo de longa duragao ¢ realizado em condi¢des normais de armazenamento, com
o objetivo de confirmar dados obtidos no estudo acelerado. Sao projetados para verificagao
das caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e, quando aplicéveis, microbiologicas de um

IFA. Os resultados sdo usados para estabelecer ou confirmar a data de reteste ou o prazo de
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validade, além de recomendar as condi¢des de armazenamento. Tal estudo deve ser realizado
de acordo com as condigdes climdticas do pais em que se pretende registrar o produto,
considerando que o mundo ¢ classificado em quatro grandes zonas. Os testes de controle de
qualidade sao realizados normalmente a cada 3 meses no primeiro ano ¢ a cada 6 meses no
segundo, a partir da data de fabricacdo do lote (BRASIL, 2012; BRASIL, 2005; ICH, 2003;
WHO, 1996).

O estudo de acompanhamento ¢ realizado apds concessao do registro ou notificacao do
IFA, tendo por objetivo verificar a manutengdo das suas caracteristicas, conforme os
resultados obtidos nos estudos preliminares. Desta forma, assegura-se que o foi adotado o
controle das alteragdes sofridas pela matéria-prima, além de fornecer subsidios para o
estabelecimento de novas datas de reteste (BRASIL, 2012).

Deve ser avaliada, também, a presenca ou formagdo qualitativa e quantitativa de
subprodutos e/ou produtos de degradagdo (PD), utilizando-se metodologia adequada e
validada. Portanto, deve-se recorrer ao uso de: testes de degradacdo forcada, testes
confirmatorios de estabilidade e métodos indicativos de estabilidade (MIE) (BRASIL, 2012).

Os estudos de degradagdo forcada de farmacos s@o definidos como testes realizados
em condigdes superiores aquelas utilizadas em estudos de estabilidade acelerada e tém o
objetivo de avaliar a estabilidade intrinseca da molécula e fornecer informagdes sobre
mecanismos de degradagdo e possiveis subprodutos dessas reagoes (ALSANTE, MARTIN &
BAERTSHI, 2003; KLICK, et al., 2005).

Tais estudos sdo importantes etapas dos processos de pré-formulacio e de
desenvolvimento de métodos analiticos, pois ajudam a avaliar a estabilidade intrinseca de um
IFA por aplicagdo deliberada de estresse para forcar degradagdo. A degradacao da amostra €
induzida através do aumento da temperatura, do aumento da umidade (quando relevante), da
exposicdo a condi¢des variadas de pH ou a luz UV-visivel intensa (fotoestabilidade) ou pela
adicao de outros reagentes (por exemplo, acidos, bases, peroxidos). Estudos de degradacgao
forcada sao descritos como testes de estresse (SEHAWAT, MAITHANI & SINGH, 2010)

A hidrdlise parece ser a reacdo mais frequentemente observada. Isso ocorre devido a
predominancia da dgua como solvente universal. Para a avaliacdo da instabilidade sob a
condi¢do de hidrélise, deve ser levado em consideragdo o pH do meio, uma vez que ions
hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou retardar o processo de degradacdo. Para realizar o
estudo de estresse em condi¢do de hidrdlise acida, utiliza-se principalmente 4cido cloridrico e
para a hidrélise bésica, hidroxido de sodio. Ha poucos relatos na literatura sobre a hidrdlise

realizada em pH neutro. Nessa condi¢do, a taxa de decomposi¢do ¢ lenta, o que ¢
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compreensivel, pois reagdes em pH neutro sdo ndo-cataliticas e, portanto, podem ser
necessarios periodos muito longos sob condi¢des de temperatura extremas, para conseguir
quantidades suficientes de produtos de degradagao (SILVA, et al., 2009; SINKO, 2008;
ANSEL, LOYD & POPOVICH, 2007; SINGH & BAKSHI, 2000).

A presenga de oxigénio, quando ativado por tragos de catalisadores, como ions
metalicos, por exemplo, leva a auto-oxidacdo dos constituintes. A degradagdo oxidativa ¢
bastante evidenciada em esteroides, antibidticos, vitaminas, Oleos e gorduras. A oxidagao
envolve a remog¢ao de um atomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a adi¢cdo de um atomo
eletronegativo ou radical. O peroxido de hidrogénio ¢ utilizado para criar as condi¢des de
estresse empregadas para o estudo de oxidagdo. Esse parece ser muito mais popular para o
propdsito que qualquer outro agente oxidante. A concentracdo de perdxido utilizada varia
entre 1% a 30% (SILVA, et al., 2009; FLORENCE & ATTWOOD, 2003).

Menos frequente, a fotolise deve também ser levada em considera¢do. Estudos de
fotoestabilidade s3o conduzidos a fim de quantificar a extensdo pelas quais as reacgdes
induzidas pela luz afetam as formula¢des dos medicamentos. Em alguns casos, determinar os
mecanismos de fotoreacdes dos farmacos e de outros componentes que compunham o produto
avaliado. Para fins de registro de IFAs, no Brasil, deve ser realizado estudo de
fotoestabilidade com o objetivo de demonstrar que a exposi¢ao a luz ndo resulta em alteragdes
significantes no principio ativo. Nesse caso, o estudo deve prover de estudos de degradacgdo
forcada e testes confirmatorios. A ndo apresentacdo de estudo de fotoestabilidade deve vir
acompanhada de justificativa técnica com evidéncia cientifica de que o IFA ativo ndo sofre
degradacao em presenca de luz (BRASIL, 2012; PIECHOCK & THOMA, 2007).

Todas as condi¢des de estresse iniciais sao realizadas, assumindo que o farmaco seja
instavel, portanto, sujeito a receber condi¢des mais amenas. Dependendo dos resultados
obtidos, aumenta-se ou diminui-se a concentracdo das condigdes de reacao utilizada. Para
1sso, as condig¢des for¢adas de degradacao utilizadas durante o desenvolvimento do método,
como a concentragdo das solugdes hidroliticas e o tempo de exposicdo, devem ser
estabelecidas de tal forma que se obtenha um nivel de degradagdo desejada, em média 10 a
20% (SEHRAWAT, MAITHANI & SINGH, 2010; HUYNH-BA, 2009; SILVA, et al., 2009;
BAERTSCHI, 2005; SINGH & BAKSHI, 2000).

As figuras 5 e 6 (ambas adaptadas de SINGH & BAKSHI, 2000) trazem
representacdes graficas de condutas que podem ser adotas para realizar estudo de degradagao

forcada, utilizando hidrolise e oxidagdo como exemplos de reacdes degradativas.
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Figura 5. Esquema representativo da metodologia de hidrolise degradativa.
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O ICH e a ANVISA regulamentam que, de acordo com a dose maxima ingeria pelos
pacientes, seja analisado a necessidade de notificacdo, identificagdo e qualificacdo de

produtos de degradagao no decorrer dos estudos de estabilidade, de acordo com a tabela 4.
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Tabela 4. Limites dos produtos de degradagio expressos de acordo com a porcentagem de farmaco.

Dose maxima diaria Limites

<lg 0,10%
Limites de Notificacao

>1g 0,05%

<1mg 1,00%

o . Img — 10mg 0,50%
Limites de Identificagao

> 10mg —2¢g 0,20%

>2g 0,10%

< 10mg 1,00%

o _ 10mg — 100mg 0,50%
Limites de Qualificagao

>100mg - 2¢g 0,20%

>2g 0,15%

Muito pouco se conhece sobre a estabilidade e outras informagdes do campo da
tecnologia farmacéutica acerca do farmaco sulfato de HCQ. Oficialmente, nos compéndios
oficiais britdnico e americano, ndo hd mencao sobre a estabilidade da hidroxicloroquina no
que diz respeito a impurezas e produtos de degradacdo (BRITISH PHARMACOPOEIA,
2008; USP, 2010, pag. 2592-3). Entretanto, alguns autores evidenciaram a existéncia de
substancias correlacionadas a partir de estudos de degradagao forcada, podendo caracteriza-
los, qualitativa e quantitativamente, através de métodos indicativos de estabilidade.

TOnnesen e colaboradores (1988) irradiaram solugdes do farmaco em agua e em
isopropanol, utilizando CLAE preparativo para isolamento de impurezas. As amostras
seguiram, entdo, as andlises de RMN e Espectrometro de Massa (EM) (com ionizagdo por
isobutano). O isopropanol foi escolhido como o meio de reacdo para o isolamento dos
produtos de degradagdo, uma vez que os padroes de degradacdo de hidroxicloroquina nos dois
solventes mostraram-se qualitativamente idénticos € com menor tempo de exposicao. Apds
apenas 5 horas de exposi¢do, a amostra irradiada em isopropanol apresentou cromatograma,
evidenciando quatro diferentes impurezas (IMP): IMP-2 (desetil-HCQ), IMP-3 (N-
desidroxietil-HCQ), IMP-4 (dimero de HCQ) e IMP-5 (desamina-HCQ).

Mais tarde, Dongre e colaboradores (2009) realizaram a identificagdo e caracterizacao
de duas impurezas relacionadas a sintese do fArmaco: a ja citada IMP-2 e a IMP-1 (HCQ-N-
quaterndria). A metodologia utilizada consistia em um enriquecimento das impurezas do

farmaco, submetendo-o a uma solug¢do de diclorometano a 30°C por 48 horas. Em seguida, o
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solvente foi retirado a partir de destilagdo a vacuo e as impurezas seguiram a um processo de
CLAE semi-preparativo. A identificagdo e caracterizagdo das substancias foi possivel apenas
pelo uso de técnicas hifenizadas, como CLAE-IT-MS seguida de anélise ESI-TOF ¢ RMN
('H, °C, DEPT e 2D) do farmaco e das impurezas isoladas.

Mais recentemente, Saini ¢ Gulshan (2013), em um short communication, realizaram o
primeiro estudo de degradagdo forcada propriamente dito. Este era baseado nos guias ICH
Q1A e ICH QI1B, para a realizacao dos estudos de degradacao for¢ada e de fotoestabilidade,
respectivamente. O trabalho alcangou sucesso no que se propunha: conduzir o estudo de
degradagdo forgada, identificando todos os possiveis produtos de degradagdo oriundos das
diferentes reagoes de hidrolise, oxidagao, fotolise e calor seco.

Os autores decidiram modificar as condi¢cdes cromatograficas de Dongre e
colaboradores (2009) para aumentar a resolucao dos picos, tanto do farmaco quanto das
impurezas. Praticamente todas as condi¢des propostas apresentaram a estabilidade do
farmaco, exceto a solugdo alcalina mantida nas condi¢cdes de fotdlise. Esta apresentou 6
produtos de degradacdo (Figura 7), 4 inéditos (I-IV) e 2 semelhantes as estruturas de
impurezas ja conhecidas. O interessante ¢ que os autores evidenciaram que os produtos de
degradagdo I1I-VI permanecem com o grupo cromoéforo do farmaco intacto, uma vez que eles
mantém o mesmo padrao do espectro de absor¢do UV. O mesmo ndo acontece com os PD I e
I, que apresentam mudangas no grupo cromoforos benzenoides. Assim, foi possivel
caracterizar a maioria dos produtos de degradacdo, exceto o VI, o qual ofereceu poucos
resultados no espectro de massa; sendo o III uma impureza ja conhecida, enquanto os I, II, IV
e V foram novos produtos de degradagdo elucidados pelos autores.

Para a obtencdo desses resultados, os autores dispuseram das seguintes técnicas de
caracterizagdo: LC-PDA, +ESI-MSn e LC-MS-TOF; sendo possivel elucidar a mais provavel
rota de degradagdo (Figura 8), bem como as caracteristicas de estabilidade intrinseca ao

farmaco.
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Figura 7. Estruturas da hidroxicloroquina, suas impurezas ¢ produtos de degradacdo (adaptado de Saini &

Bansal, 2013).
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Outra forma de avaliar a estabilidade de um farmaco ¢ a termodegradacio.
Frequentemente ¢ capaz de ser mensurada através de termogravimetria, técnica capaz de
avaliar a relagdo de interdependéncia da variacdo de massa que ocorre na amostra — perda ou
ganho — em funcdo do tempo (a dada temperatura constante) ou da temperatura
(CONCEICAO, 2004).

Pertecente ao ramo das andlises térmicas, os métodos térmicos encontram ampla
aplicacdo tanto no controle de qualidade quanto na pesquisa de produtos farmacéuticos, tais
como: polimeros, farmacos, argilas. A termogravimetria ¢ essencialmente aplicavel quando se
deseja acompanhar variacdes de massa envolvidas em um experimento e este tipo de medida ¢
realizada utilizando-se um equipamento denominado termobalanca. Esta consiste na
combina¢do de uma microbalanga eletronica associada a um forno e um programador linear
de temperatura, permitindo a pesagem continua de uma amostra em fun¢ao da temperatura, a
medida que a amostra ¢ aquecida ou resfriada (CONCEICAO, 2004; SKOOG, HOLLER &
NIEMAN, 2002).

Com o uso de termobalangas e fornos pode-se controlar a atmosfera que circunda a
amostra. Portanto, ¢ possivel trabalhar com atmosfera estdtica ou dindmica a pressao
ambiente, sob pressdo ou a vacuo. Os gases utilizados podem ser inertes (nitrogénio, argonio),
oxidantes (oxigénio) ou corrosivos (WENDLANT, 1986 e CONCEICAO, 2004).

A perda de massa pode ser relacionada com muitos fenomenos, como desidratagao,
sublimagao, decomposi¢do. Portanto, os resultados obtidos por meio da técnica podem servir
para diferentes aplicagdes, tais como: estudo de decomposicdo e estabilidade térmica de
farmacos, polimeros, alimentos, materiais explosivos; estudos sobre corrosao de metais em
atmosfera controlada, em faixas amplas de temperatura; estudos sobre a velocidade de
evaporacao de liquidos e sublimagdo de so6lidos; estudos sobre desidratacdo, higroscopicidade,
absor¢ao, adsor¢ao, desadsorcao, determinagao do teor de umidade, fragdo volatil e do teor de
cinzas de varios materiais; estudo cinético de reagdes, inclusive de reagdes no estado solido e
descoberta de novos compostos quimicos; determinagdo da pureza e da estabilidade térmica
de reagentes analiticos, inclusive padrdes primarios e secundarios. (IONASHIRO &
GIOLITO, 2005; CONCEICAOQ, 2004).

Basicamente, a termogravimetria classifica-se em: dindmico, isotérmico e quase
1sotérmico (WENDLANDT, 1986), conforme ilustrado pela figura 9.

No método dindmico, a temperatura da amostra varia de maneira predeterminada,

preferencialmente, a uma razao de aquecimento ou resfriamento linear. E também chamado
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de convencional, quando se utiliza o termo termogravimetria normalmente refere-se a

termogravimetria dindmica (MATOS, MERCURI & BARROS, 2011; WENDLANT, 1986).

Figura 9. Curvas tipicas dos principais métodos termogravimétricos: (a) isotérmico; (b) Quase isotérmico e (c)
dinamico.
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No método isotérmico, a variacdo de massa da amostra ¢ registrada em fun¢do do
tempo, mantendo-se a temperatura constante, sendo geralmente utilizado em trabalhos
cinéticos (MATOS, MERCURI & BARROS, 2011; WENDLANT, 1986).

No método quase-isotérmico, a partir do momento em que comeca a perda de massa
da amostra, a temperatura ¢ mantida constante até que a massa se estabilize novamente, neste
momento recomega-se o aquecimento e este procedimento pode ser repetido em cada etapa da
decomposicdo (MATOS, MERCURI & BARROS, 2011; WENDLANT, 1986).

No método termogravimético dindmico (convencional), a temperatura varia de
maneira predeterminada, preferencialmente a uma razdo de aquecimento/resfriamento linear
(MATOS, MERCURI & BARROS, 2011; WENDLANT, 1986).

Essas informagdes sdo necessarias quando se pretende estudar cinéticas de
degradacdo. Com base nas medidas termograviméticas, pode-se avaliar a estabilidade térmica
de um farmaco. O estudo da cinética de degradagdo, fundamental para o estudo de farmacos e
medicamentos, foi demonstrado inicialmente por Garrett & Carper (1955). Apresenta como
objetivos obter, experimentalmente, os dados cinéticos e correlaciona-los, por equacdes
matematicas, além de propor mecanismos para as reagdes de degradacdo e estabelecer
condi¢des para acelerar ou diminuir a velocidade das reagdes (MATOS, MERCURI &
BARROS, 2011; NUDELMAN, 1975).

Segundo este método, os valores da constante (k) de degradacdo de farmacos sao
obtidos plotando-se em um grafico da concentracdo em funcdo do tempo a diferentes
temperaturas, por exemplo. Assim, os logaritmos das velocidades de reagdes nas diferentes
temperaturas sdo plotados por sua vez, em fun¢do das temperaturas absolutas, extrapolando-se

a linha reta resultante até a temperatura ambiente, podendo-se assim determinar a validade do
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farmaco ou medicamento nas condi¢des de armazenamento normais (MATOS, MERCURI &
BARROS, 2011; NUDELMAN, 1975).

Uma segunda abordagem para avaliacdo da estabilidade de farmacos e medicamentos
envolve a cinética nao-isotérmica, introduzida por Roers em 1963. A energia de ativagdo, as
velocidades de reacdo e a previsdo da estabilidade sdo obtidas mediante a um unico
experimento programando a variacdo de temperatura a uma velocidade predeterminada, sendo

a temperatura e tempo relacionados, mediante a equagao:

Equacgao 1. 1/T = 1/T0 +at

Onde TO ¢ a temperatura inicial, T a temperatura analisada, a o reciproco da constante
de velocidade de aquecimento e t o tempo. A qualquer tempo durante o experimento, a

equacdo de Arrhenius para o tempo zero e o tempo t pode ser expressa:

Equagao 2. In Kt =In KO — Ea/R (1/Tt— 1/T0)

Substituindo a equagdo 01 na Eq. 02, pode-se obter:

Equacdo 3. Ln Kt =In KO — Ea/R . at

Uma vez que a temperatura estd em fun¢do do tempo, t, a determinacdo da
estabilidade, Kt, ¢ feita diretamente sobre a faixa de temperatura do experimento, porém
existem varias contestagdes sobre a veracidade dos dados na extrapolacdo para a temperatura
ambiente de constantes calculadas por este modelo cinético (MATOS, MERCURI &
BARROS, 2011).

As velocidades de reacdo podem classificar-se como de ordem zero, primeira ordem
ou segunda ordem, de acordo com os expoentes que afetam as concentragdes dos reagentes. A
ordem de reacdo ¢ uma grandeza experimental, determinada a partir da lei de velocidade da
reacdo quimica, verificando se a concentracdo de amostras retiradas no decorrer do tempo
(NUDELMAN, 1975).

A reagdo de ordem zero ocorre quando a velocidade de reagdo ¢ independente da
concentracdo da substancia ativa. Nesse caso, um grafico de concentragcdo (C) em fun¢do do
tempo (t) d4 origem a uma reta, cuja inclinagdo corresponde a constante de velocidade da

reacdo (k). Quando a velocidade da reagdao depende da concentragdo do reagente, a reagao
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segue cinética de primeira ordem, obtendo-se uma reta com a representacao do logaritmo
neperiano da concentragdo (In C) em funcdo do tempo (t). A cinética de segunda ordem
ocorre quando a velocidade de reagdao depende da concentracdo de dois reagentes, ou a
segunda poténcia da concentracdo de um deles. Para esse tipo de reacdo, a representacao do
inverso da concentracdo (1/C) em fungdo do tempo (t) fornece uma reta (MATOS, MERCURI
& BARROS, 2011; NUDELMAN, 1975).

Nao h4, atualmente, informagdes na literatura que abordam o comportamento térmico
e a estabilidade da forma s6lida do sulfato de HCQ.

O desenvolvimento de métodos analiticos capazes de mensurar a estabilidade de um
farmaco frente as condigdes de transporte e armazenamento faz-se ainda mais necessario
quando o farmaco em questao trata-se de uma mistura racémica.

Cerca de 25% dos agentes terapéuticos sdo obtidos por vias sintéticas e administrados
ao homem como misturas racémicas. Entretanto, as propriedades farmacocinéticas dos
enantiomeros podem diferir em razdo da enantiosseletividade dos processos de absorcao,
distribuicdo, metabolismo ou excrecdo do farmaco. Em alguns casos, as diferencas
farmacoldgicas entre os enantiomeros sdo claras, o que conduz a utilizagcdo clinica de um
unico enantidmero. Por exemplo, a D-penicilamina ¢ administrado na forma do enantidmero
puro para o tratamento da AR, pois seu enantiomorfo, L-penicilamina, provoca efeitos
colaterais inaceitaveis, incluindo neurite 6ptica (IREDALE, FIEGER & WAINE, 1993).

Por ser comercializado na forma racémica, o uso do sulfato de HCQ requer atengdo. A
utilizagdo de misturas racémicas pode contribuir para a toxicidade ou efeitos adversos do
farmaco, particularmente quando estes estdo associados com isomeros farmacologicamente
menos ativos ou inativos. Exemplo pratico: a talidomida. Apenas um dos seus enantiomeros €
capaz de promover sedacdo. Quando metabolizada, a molécula sofre racemizacdo in vivo, e
apenas a forma mais toxica € absorvida, responsdvel pelas famigeradas deformacdes
congénitas (CARDOSO, 2006; LIMA, FRAGA & BARREIRO, 2001; CALDWELL, 1996;
CALDWELL, 1995).

Sendo a industria farmacéutica principal incentivadora dos estudos dos farmacos
quirais, essa questdo passou a ser considerada no planejamento e sintese de novos produtos
farmacéuticos. O uso desses farmacos enantiomericamente puros pode ser vantajoso por
possibilitar: reducao na dose administrada, simplificacdao na relagdo dose-resposta, reducao na
toxicidade devido ao isdmero inativo. Faz-se entdo necessario melhor esclarecimento sobre as
propriedades fisico-quimicas e perfis estereosseletivos — cinéticos e dindmicos — de farmacos

quirais. Por essa razdo, farmacos ja comercializados como racematos vém sendo resgatados
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em exaustivos estudos buscando avaliar se ha vantagem em se produzir o fArmaco em seu
enantiomero puro mais efetivo e/ou eficaz (CARDOSO, 2006; CALDWELL, 1995).

Portanto, o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de separar isOmeros em
concentragdes conhecidas, quer seja em preparagdes bioldgicas ou farmacéuticas, tornou-se
requisito essencial no controle de qualidade e farmacocinético (CARDOSO, 2006;
VERLEYSEN & SANDRA, 1998).

Grande parte dos estudos de separacdo enantiomérica, até entdo, tém sido
desenvolvida empregando técnicas de eletroforese capilar e, mais comumente, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para o sucesso desta ultima, trés
procedimentos podem ser utilizados: derivagdo quiral, adi¢cdo de aditivo quiral a fase movel e
emprego da fase estaciondria quiral (coluna quiral). (WANG et al., 2012; DONGRE et al.,
2009; TACHIBANA & OHNISHI, 2001; FRIED & WAINER, 1997; TONNESEN et al.,
1988).

A derivagdo quiral envolve a reacdo da mistura de enantibmeros com um agente
derivatizante  quiral, enantiomericamente puro, para formar dois derivados
diastereoisoméricos. Os diastereoisdmeros podem, entdo, ser separados usando CLAE no
modo de ecluicdo fase reversa ou fase normal. No caso do sulfato de HCQ, ha trés sitios de
formagdo de diasteroisomeros: o nitrogénio aromatico, o nitrogénio terciario alifatico e o

grupo hidroxila; como demonstrado na figura 10 (DONGRE et al., 2009; CARDOSO, 2006).

Figura 10. Sitios de formacao de diasteroisémeros do sulfato de hidroxicloroquina.

O uso do (+)-di-O-acetil-L-tartarico (DATAAN) como reagente de derivatiza¢do foi
primeiramente reportado por Lindner e colaboradores (1991). O trabalho contempla o uso de
DATAAN para a separacdo dos enantiomeros de varios antagonistas P-adrenoceptores,
incluindo propranolol. Ao invés da fun¢ao amino, a DATAAN reage preferencialmente com o

grupo hidroxila dos B-bloqueadores para formar ésteres, o que justifica o seu uso para o
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sulfato de HCQ. Estudos ainda demonstram o uso de outros agentes de derivatizagdo, como o
S-(+)-1-(1-naftil)-isocianato de etilo e S-(+)-1-(1-fenil)-isocianato de etilo (BROCKS,
PASUTTO & JAMALL, 1992).

Na adi¢do de aditivo quiral — segundo mecanismo de separacdo enantiomérica —, um
seletor quiral ¢ adicionado a fase movel. Os complexos diastereoisoméricos transitorios
formados entre o analito e a fase movel, acrescida do seletor quiral, também podem ser
separados por CLAE no modo de eluicao fase reversa ou fase normal (CARDOSO, 2006;
BONATO, JABOR & GAITANI, 2005).

O método que utiliza coluna quiral — terceiro e Gltimo método aqui apresentado —
parece ser o mais aplicado. O procedimento consiste em utilizar um seletor quiral
quimicamente ligado a fase estacionaria. Métodos recentes utilizam a a;-glicoproteina acida
como esse agente ligado. Tal sistema ¢ capaz de interagir com os dois enantidmeros do
analito, formando complexos diastereoisoméricos transitorios através de ligagdes de
hidrogénio, interagdes m-m, complexos de inclusdo e impedimento estérico, ocasionando,
consecutivamente, a enantiosseparagao (SINGH, KEDOR-HACKMANN & SANTORO,
2006; CARDOSO, 2006; SNYDER, 1997; MCLACHLAN, TETT & CUTLER, 1992;
IREDALE & WAINER, 1992).

O grande impasse encontrado quando no desenvolvimento de métodos analiticos de
separacao enantiomérica reside na obtencdo dos compostos isolados e com alto grau de
pureza. Substancias quimicas de referéncia de farmacos, metabdlitos e seus respectivos
isomeros sdo caros ou inexistentes. Portanto, alguns estudos utilizam padrdes internos. Ofori-
Adjei e colaboradores (1986) incubaram os isomeros (R) e (S) da cloroquina separadamente
com microssomas de figado humano, in vitro, produzindo enantidmeros opticamente puros de
metabolitos, subsequentemente utilizados como padrao.

No caso da HCQ, a mistura racémica (rac-HCQ) contém dois isdmeros: (-)-(R)-HCQ e
(H)-(S)-HCQ. A metabolizagdo biologica desse farmaco promove a formacgdo de trés
metabolitos ativos principais: desetilcloroquina (DCQ), desetilhidroxicloroquina (DHCQ) e
bisdesetilcloroquina (BDCQ), todos eles, compostos quirais (DUCHARME et al., 1995; WEI
et al., 1995; IREDALE, FIEGER & WAINE, 1993; McCHESNEY, 1983).

Os métodos descritos para a andlise enantiosseletiva da HCQ e de seus principais
metabolitos, utilizando técnicas por CLAE, apresentam duas etapas de analise. Os analitos
compreendem: preparagdes farmacéuticas, urina, plasma e sangue total.

Por se tratar de uma mistura racémica, ndo ¢ observada rotagdo liquida da luz

polarizada no plano quando um polarimetro ¢ utilizado. Este aparelho mede o efeito da luz
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plano-polarizada sobre compostos opticamente ativos. O principio da técnica ¢ baseado na
interagcdo do equipamento com um campo elétrico, de modo que o campo elétrico da luz que

emerge do polarimetro esta oscilando em apenas um plano (SOLOMONS & FRYHLE, 2005).

3.2 Quality by design

Quality by Design (QbD) foi descrito pela primeira vez por Juran & Godfrei (1998) e
aplicado principalmente na industria automotiva. A premissa fundamental do QbD ¢ o
delineamento da qualidade por meio de uma estratégia de otimizagdo visando estabelecer
completa compreensdo da resposta do sistema de qualidade para determinadas varidveis.
Outro objetivo ¢ monitorar a continuidade da qualidade, elaborando estratégias de controle

para assegurar cotidianamente essa qualidade.

Recentemente, o United States Food and Drugs Administration (FDA) atentou-se a
necessidade de se harmonizar um “estado desejado da qualidade”. Em 2003, Bruxelas, o
International Conference on Harmonisation (ICH) firmou um acordo que abordava a criagdo
de um sistema de qualidade farmacéutica harmonizada aplicavel em todo o ciclo de vida do
produto enfatizando uma abordagem integrada para a gestdo de riscos de qualidade e ciéncia.
Assim, em 2004, o guia foi langado a consulta publica (ICH, 2009; ECA, 2005).

Visando o desenvolvimento inteligente da industria farmacéutica, a FDA inicia a
defesa da metodologia do QbD na area farmacéutica publicando, em 2008, o ICH Q8(R1) —
Guideline for Industry. Pharmaceutical Development (ICH, 2008).

Dois anos mais tarde, uma revisdo ¢ publicada. A ICH-Q8(R2) — Guideline for
Industry Pharmaceutical Development apresenta a possibilidade de usar o conhecimento
adquirido através da aplicagao de métodos cientificos e da gestdo de riscos de qualidade para
o desenvolvimento eficaz de um produto e do seu processo de fabricagdo. Junto a ICH-
Q8(R2), mais duas publicagdes contribuiram para o incremento do desenvolvimento racional
e tecnologico de medicamentos: a ICH-Q9 — Quality Risk Management e a ICH-Q10 —
Pharmaceutical Quality System. A aplicacdo do conceito de QbD adicionando principios
cientificos na obtencdo de novas formulagdes proporciona compreensdo total das
propriedades das matérias-primas utilizadas e dos produtos acabados (ICH, 2009; ICH, 2008;
ICH, 2005).

As diretrizes contemplam ainda o conceito de Design Space: o estabelecimento de

combinagdes e/ou interacdes multidimensionais das variaveis de um processo e de seus
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parametros, visando proporcionar a garantia de qualidade. Este espago virtual de concepgao €
a gama de parametros investigados, que se demonstraram viaveis e capazes de obter
produtos/métodos eficazes. A FDA recomenda que o design space deve ser determinado a
partir da combinagdo de, pelo menos, trés variaveis. Para isso, o Design of Experiments (DoE)
deve ser utilizado visando determinar o impacto de varios fatores e a sua interacdo. Em
comparagdo com o método tradicional — um-fator-a-um-tempo —, o DoE reduz drasticamente
o numero de execugdes necessarias para determinar o valor ideal de cada um dos fatores. Isto
¢ feito variando tais valores em paralelo. Esta abordagem determina ndo apenas os principais
efeitos de cada fator, mas também as interagdes entre os fatores, o que é muitas vezes a chave
para grandes avangos (ICH, 2009; BARKER, 2005).

A aplicagdo do conceito de QbD ¢ bastante abrangente. Ele fornece importantes
diretrizes a respeito da modelagem da influéncia das varidveis da qualidade, do design de
experimentos € o aprimoramento continuo de processos enquanto informagdes acerca desse
sdo colhidas (ICH, 2009; BARKER, 2005).

Diversas criticas sdo feitas a essa aplicabilidade. Muitos julgam dificil a utilizacao de
tal conceito em industrias farmacéuticas, hd muito, ja consolidadas. Isso, talvez, deva-se a
falta de informagao sobre a real meta do QbD: a qualidade de um produto. Além disso, ao
contrario do que se pensa, a implementacao de uma equipe especializada em QbD no setor ¢
de baixo custo ou gera feedback significativamente positivo (ICH, 2009; BARKER, 2005).

Fato que merece atengdo: a garantia da qualidade ndo deve ser aplicada apenas ao
produto final, mas também ao desenvolvimento e metodologia utilizadas para a confec¢do
deste. Recentemente, pesquisadores do setor analitico comecaram a defender a extensdao da
filosofia QbD para o desenvolvimento de métodos analiticos € ndo apenas para processos de
fabrico (ICH, 2009; BARKER, 2005).

Alguns dos conceitos sdo mais aplicaveis que outros. Entretanto, a tecnologia moderna
e 0s novos guias publicados pelos compéndios oficiais vém criando oportunidades de rever as
estratégias utilizadas para obtencdo/manutencdo dos produtos/processos e para o
aperfeicoamento de métodos analiticos. Portanto, a investigacdo dessas novas abordagens

utilizando QbD ¢ de grande valia (McBRIEN, 2010).
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MATERIAL & METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

Os material e métodos, utilizados durante toda a parte experimental do presente

trabalho, estdo descritos a seguir.

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO FARMACO ANTIRREUMATICO
SULFATO DE HIDROXICLOROQUINA ATRAVES DE APLICACAO DE QUALITY
BY DESIGN NOS ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO

4.1.1 Material

O sulfato de HCQ foi adquirido da FAGRON® do Brasil Farmacéutica Ltda., lote
0007HS4RIICX#7 e sintetizado pela indastria Sanofi-Aventis”, enquanto o padrdo analitico
foi adquirido da Sigma-Aldrich®, lote #022M4749V.

4.1.2 Aplicagdo do conceito QbD no estudo de pré-formulagao

Visando o delineamento da qualidade por meio de uma estratégia de otimizagdo,
investigacdes foram estabelecidas a fim de fornecer completa compreensao da resposta para
determinadas varidveis. Assim, diversas técnicas analiticas foram realizadas e, apesar de
muitas objetivarem os mesmos resultados, a intencdo do presente estudo foi avaliar se ha
corroboracao de resultados quando se utiliza metodologias com diferentes principios e custos.
Dessa forma, para tracar o melhor e mais rentavel roteiro de atividades de execucao do estudo

de pré-formulacao, a arvore decisoria (Figura 11) foi proposta.

4.1.3 Caracterizagdo a nivel molecular

A seguir estdo expostas todas as técnicas de caracterizagdo fisico-quimica que

exploram a molécula a nivel molecular.

4.1.3.1 Ensaio semi-quantitativo de solubilidade
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O ensaio de solubilidade semi-quantitativo do sulfato de HCQ foi realizado segundo a
Farmacopéia Brasileira 5* Edicdo, onde 1 grama do farmaco foi submetido aos seguintes
solventes: agua e solucao aquosa de tampao fostato em diferentes pHs, cloroférmio, acetona,

alcool etilico, alcool metilico, n-hexano, acetonitrila.

4.1.3.2 Espectrofotometria de absorc¢ao na regido do Infravermelho (IV) com transformada de

Fourier e do Ultravioleta (UV) e Espectroscopia Raman por transformada de Fourier.

O espectro de infravermelho por transformada de Fourier foi obtido utilizando o
equipamento PerkinElmer” (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de seleneto de zinco. As amostras a serem analisadas foram transferidas
diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média
de 16 varreduras entre 4000 a 650 cm™ com resolugio de 4 cm™ (CHAVES et al., 2013).

Para a obtencdo da varredura de 200 a 500 nm por espectrofotometria na regido UV
utilizou-se espectrofotdmetro ultravioleta da marca SHIMADZU® UV-2401 PC e cubetas de
quartzo de secao transversal de 1 cm.

O espectro de espalhamento Raman por transformada de Fourier foi obtido em
espectrometro Bruker®, modelo Vertex 70 acoplado ao médulo RAM II, tendo como fonte de
excitacdo um laser de Nd:YAG emitindo em 1064 nm, com 150 mW de poténcia de saida. A
resolucio espectral foi ajustada em 4 cm™, e a relagdo sinal/ruido foi otimizada fazendo-se
100 varreduras na faixa de numero de onda de 70 cm™ a 4000 cm™,com deteccdo em 180

graus.

4.1.3.3 Espectroscopia de Massa (EM) - MALDI-TOF

Os espectrometros de massa do sulfato de HCQ foram obtidos em espectrometro de
massa MALDI-TOF Autoflex IT1I°. Foi realizada a aquisi¢do em modo refletido positivo, com
voltagem de aceleragdo de 19 kV e faixa de detec¢do massa-carga entre 200 — 4480. O tempo
de voo foi escolhido como método analisador de massas, realizando o processamento dos
espectros em software FlexAnalysis Versio 3.0 (Bruker Daltonics™). Para a elucidacdo de
fragmentos da molécula, multiplas ionizagdes foram efetuadas no pico majoritario do

espectrograma de massa obtido.
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4.1.3.4 Polarimetria

Para determinar a rotagdo especifica (aD) do sulfato de HCQ foi utilizado o
polarimetro Jasco p-200, dotado de 1ampada de sodio (589 nm), com auxilio de uma cuba de
100 mm e a temperatura ambiente. O ensaio foi realizado em triplicata de solu¢des de

concentragao a 5% (p/v).

4.1.3.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonincia magnética nuclear unidimensional (RMN-'H e °C) e
bidimensionais (COSY e DEPT) foram obtidos em espectrometro Varian® Unity Plus 400
MHz para H e 100 MHz para °C, solubilizado agua deuterada (D,0).
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Figura 11. Arvore decisoria para execugdo do estudo de pré-formulagio do sulfato de hidroxicloroquina.
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4.1.4 Caracterizagdo a nivel de particulas

A seguir estdo expostas todas as técnicas de caracterizagdo fisico-quimica que

exploram a molécula a nivel de particulas.

4.1.4.1 Determinacao de higroscopicidade

Para determinar a capacidade de absor¢ao de agua pelo sulfato de HCQ frente a
umidade relativa (UR) do ambiente em que se encontram, procedeu-se de acordo com técnica
descrita por Ferreira e colaboradores (2012).

Amostras de 0,5 g, em triplicata, foram acondicionadas em pesa-filtros e mantidas em
recipiente hermético para garantir a saturacdo de UR constante, em temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram submetidas a exposi¢ao de diferentes condi¢des de UR: 28, 65 ¢
95% (£5%), utilizando silica gel e solugdes salinas de ureia e fosfato dicélcico,
respectivamente, para a saturagao do ambiente. Tais condigdes foram confirmadas através de
um termohigrémetro digital J.Prolab® modelo SH 122.

As amostras foram analisadas nos tempos: 0, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias e a porcentagem
de agua adsorvida (U%) foi calculada em relagdo ao peso, em gramas, da amostra seca (Ps) e

umida (Pu), através da equacao 4.

Equacao 4. U%= % x100

4.1.4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC): determinacdo de pureza e ponto de fusdo

A curvas DSC do sulfato de HCQ ¢ das MB foram obtidas utilizando Calorimetro
Shimadzu® DSC-60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de
nitrogénio de 100 mL.min"' e razio de aquecimento de 10°C.min-1, na faixa de temperatura
de 25-500°C. As amostras foram colocadas em porta-amostra de alumina hermeticamente
fechada com massa de 5 mg (+ 0,2) de farmaco e 10 mg (= 0,2) das MB. As determinagdes
foram realizadas em triplicata. indio e zinco foram utilizados para calibrar a escala de

temperatura e a resposta de entalpia.
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4.1.4.3 Determinacao de ponto de fusdo por fusiometro

Para determinacdo do ponto de fusdo, foi utilizado equipamento QUIMIS®— modelo
Q-340S23, série: 08051053. Em triplicata, aumentou-se gradativamente a temperatura até

observar os processos inicial e final do evento de fusdo.

4.1.4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A amostra foi preparada sobre dupla fita de carbono contida em suporte (stub) de
cobre e metalizada sob vacuo com a deposi¢ao de uma fina camada de ouro em equipamento
BAL-TEC® modelo SCD 050. As analises de MEV do sulfato de HCQ foram obtidas por
microscopio eletronico de varredura da JOEL®, modelo JSM-5900, utilizando aumentos de

300 e 750 vezes.

4.1.4.5 Difragao de raios-X (DRX)

A anilise de DRX do sulfato de HCQ foi realizada em difratometro D5000 da
SIEMENS®, equipado com 4nodo de cobre a uma velocidade de varredura de 1,2°.min™", na

faixa do angulo 20 de 5° - 45°.

4.1.4.6 Termogravimetria (TG)

A fim de evidenciar o comportamento térmico das amostras analisadas, as curvas TG
foram realizadas por meio de termobalanca Shimadzu®, modelo TGA Q60, em atmosfera de
nitrogénio em fluxo de 100 mL.min"', sendo a massa da amostra cerca de 5 mg (+ 0,05) para o
sulfato de HCQ isolado, acondicionadas em cadinho de platina na faixa de temperatura de 25
a 600°C na razdo de aquecimento de 10°C.min™'. Antes dos ensaios, a termobalanga foi

verificada com oxalato de zinco.
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4.1.4.7 Estudo de dissolug¢ao intrinseca

O estudo de dissolucao intrinseca do farmaco foi realizado através de adaptagdes a
metodologia referente ao teor do fArmaco contido na forma farmacéutica so6lida, descrita em
monografia especifica na Farmacopeia Americana (USP 36 — NF 31, 2013). As alteracdes
consistiram em: uso do método otimizado no presente estudo e utilizacdo de solugdes aquosas
em diferentes pH’s como meio de dissolucdo. A ideia foi aplicar o conceito ObD —
observagao das variagdes-respostas — e simular a condi¢do do trato gastrointestinal, por meio
de preparagdo de solugdes com pH’s: 1,2; 6,6; 7,0; 8,0 (= 0,2) (MANADAS, PINA &
VEIGA, 2002); afim de mimetizar condi¢des fisiologicas. Foi utilizado equipamento
dissolutor Varian®, modelo VK 7010 e VK 750 e aparato pa, bem como descrito pela
Farmacopeia Americana (USP 36 — NF 31, 2013). As analises foram procedidas com
amostras de 200 mg de sulfato de HCQ, com tamanho de particula entre 60 ¢ 100 pm. Essa
situacdo satisfaz a condig¢do sink, ja que, durante todo o ensaio, a concentracdo do meio
permanece em uma faixa de saturacdo de 10-15%. Nos intervalos de coleta (5, 15, 30, 45 ¢ 60
minutos); aliquotas de 5 mL foram retiradas e filtradas (em papel-filtro com tamanho de poro
45 um) para determinagdo do teor dissolvido segundo o método analitico previamente

otimizado.

4.1.4.8 Ensaio quantitativo de solubilidade

A solubilidade do farmaco foi avaliada em meios aquosos e em diferentes pHs,
baseando-se na mesma premissa descrita no estudo de dissolucdo aparente (subitem 2.4.7). A
quantificagdo foi realizada por meio de método otimizado no presente estudo, por CLAE-
DAD. Amostra de sulfato de HCQ foi continuadamente depositada em tubos de ensaio até
formagdo de corpo de fundo persistente e aquecida com o auxilio de um equipamento banho-
maria, com agitagdo e temperatura controladas (60 rpm e 25°C). Ao final da analise, a mistura
foi filtrada em papel-filtro com tamanho de poro 45 um e, a solugdo saturada, submetida a

determinacao de teor.
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4.1.5 Caracteriza¢do a nivel de aglomerados de particulas

A seguir estdo expostas todas as técnicas de caracterizagdo fisico-quimica que

exploram a molécula a nivel de aglomerado de particulas.

4.1.5.1 Descricao, tamanho de particula e anélise morfologica

A matéria-prima foi visualizada a olho nu, para verificagdo do aspecto e cor. Para a
determinagdo da distribuigdo do tamanho das particulas foi utilizado equipamento Tamizador
Bertel®. O ensaio foi realizado em triplicata e seguiu metodologia descrita pelos métodos
gerais da Farmacopeia Brasileira 5% Edi¢cdo. Foram utilizados tamises padronizados e
superpostos em ordem decrescente de tamanho de poro (44, 90, 150, 250, 500 e 600 um)
(BRASIL, 2010).

4.1.5.2 Area superficial e tamanho de poros

A érea superficial especifica foi obtida através de adsorcao fisica de nitrogénio sobre o
p6 da matéria-prima, pelo método Brunauer-Emmet-teller (BET). Utilizou-se analisador de
area superficial ASAP 2440 Micrometrics®, munido de software Sper. Foram pesados
aproximadamente 100 mg de sulfato de HCQ, submetidas a degaiseficacdo por 48 horas a

110°C. A anélise se deu com temperatura de atomizacao 1660°C no fluxo de ar 350 mL/hora.

4.1.5.3 Propriedades de fluxo

A densidade foi determinada através de ensaio com 10 g da amostra em compactador
automatico (Tap Density, Varian®™) provido de proveta normatizada, em triplicata. O volume
inicial ocupado pelo produto foi medido, e posteriormente foram realizadas 10 compactagdes
para acomodag¢do do pd. Em seguida, foram realizadas 1250 compactagdes. A relagdo entre a
massa das amostras € o volume ocupado pelo pd antes e apds a compactagdo determinou as
densidades aparente (dap) € de compactagdo (dcp). A compressibilidade do p6 foi avaliada

através do Indice de Hausner (IH) e o Indice de Carr (IC) de acordo com as seguintes
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equacdes: TH = dcp/dap € IC (%) = (dcp-dap)/dcp x 100, respectivamente (ALVES et al.,
2008).

O angulo de repouso foi medido pelo cone de pd formado através do escoamento da
matéria-prima através de um funil de dimensdes padronizadas sobre uma superficie plana
munida de papel milimetrado. O angulo formado entre o cone e a superficie foi mensurado
através do calculo da tangente. O tempo de escoamento foi determinado pela medida do
tempo necessario para o escoamento de uma quantidade pré-definida de farmaco através do
funil, utilizando-se um crondmetro digital (ALVES et al., 2008; MARSHALL, 2001).

A determinagdo da distribuicdo do tamanho das particulas foi verificada utilizando
tamises padronizados e superpostos em ordem decrescente de tamanho de poros (44, 90, 150,
250, 500 e 600 pm), montados em uma base com vibragcdo magnética (Tamizador Bertel®™).
mamostra de sulfato de HCQ (25 g) foi colocada no tamis superior ¢ o conjunto foi

submetido a tamisa¢ao por 15 min, em triplicata (BRASIL, 2010).

4.1.6 Caracterizagdo a nivel de teor de agua

A seguir estdo expostas todas as técnicas de caracterizacdo fisico-quimica que

exploram a molécula no que tange o teor de 4gua.

4.1.6.1 Perda por dessecagao

A perda por dessecagdo foi realizada conforme metodologia descrita na monografia
especifica na Farmacopeia Americana (USP 36 — NF 31, 2013). Ao fim da anélise — realizada
em triplicata — determinou-se a porcentagem de perda por dessecacdo através da Equagdo 5,
onde: Pu ¢ peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecag¢do; Ps, o peso do pesa-

filtro contendo a amostra apo6s da dessecacao e Pa, o peso da amostra.

Equagio 5. % = %xloo

4.1.6.2 Analisador de umidade eletronico (termogravimetria)
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Para analisar a umidade residual da matéria-prima foi utilizado Analisador de umidade
eletronico Sartorius ® (modelo MA35). Amostras de 0,5 g foram depositadas na balanga do
equipamento e submetidas ao aquecimento até que o peso se observasse constante. A analise

foi realizada em triplicata.

4.1.6.3 Determinacao de agua por Karl-Fischer (método volumétrico)

Para determinacdo de agua pelo método volumétrico, foi utilizado o seguinte
equipamento: Karl Fisher Fab. QUIMIS® /Mod.349.2. As analises foram realizadas em

triplicata, conforme metodologia descrita por Vieira e colaboradores (2013).

4.1.7 Desenvolvimento e otimizagdo de método analitico para doseamento do farmaco

O método analitico para quantificacao do sulfato de HCQ foi desenvolvido a partir de
adaptacdes a metodologia descrita em monografia especifica na Farmacopeia Americana
(USP 36 — NF 31, 2013) referente a quantificacao do farmaco. A otimizagao foi proposta visto
que o método farmacopeico ndo se demonstrou reprodutivo, apresentando cromatograma com
pico bastante assimétrico. Sugere-se que o valor indesejavel do fator de cauda (diferente de 1)
se deva a coeluigdo dos isdmeros da HCQ presentes na mistura racémica. Além disso, o
tempo de retencdao de mais de 1 hora inviabiliza a utilizagdo do método na pratica laboratorial.
Para a otimiza¢io do método analitico, foi proposto um planejamento fatorial 3*, baseado nos
conceitos do QbD. O Design Space foi criado tendo o fator de cauda como resposta da
qualidade, evidenciando a condi¢do analitica ideal o valor compreendido entre 0,98 e 1,2.
Com isso, foi possivel avaliar o impacto dos fatores e a interacdo entre eles. Para tal, foram
efetuadas mudangas na concentracao da composicao da fase-movel (90:10; 80:20 e 70:30 de
Fase Movel USP:Metanol), fluxo (0,8; 1,0 e 1,2 mL) e temperatura do forno (30; 35 e 40°C).
Em seguida, o método foi co-validado a partir da obtencdo dos resultados dos parametros:
linearidade, repetitividade, precisao intermediaria e exatidao.

Vale salientar que a Fase Movel USP ¢ constituida de: 4dgua:metanol:acetonitrila

(8:1:1), adicionada de acido fosforico e de 1-pentanosulfonato de sodio.
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4.2 QUALITY BY DESIGN NO DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA-VISIVEL PARA DOSEAMENTO DO FARMACO
ANTIRREUMATICO SULFATO DE HIDROXICLOROQUINA

Os material e métodos utilizados para o desenvolvimento e validagdo do método

analitico de doseamento do sulfato de hidroxicloroquina estdo dispostos a seguir.

4.2.1 Matéria-prima, reagentes e equipamentos

Para as etapas correspondentes ao desenvolvimento do método e sua validagao, foram
utilizadas como matéria-prima a HCQ adquirida através da FAGRON® do Brasil
Farmacéutica Ltda., lote 0007HS4RIICX#7 e sintetizado pela industria Sanofi-Aventis®,
enquanto o padrdo analitico foi adquirido da Sigma-Aldrich®, lote # 022M4749V (Pureza
declarada de 99,78% por CLAE-DAD). Para avaliar a influéncia exercida por uma mistura de
excipientes sobre o sulfato de HCQ, foi utilizado o medicamento Plaquinol® (Sanofi-
Aventis®). O comprimido foi pulverizado em almofariz ¢ pistilo e o p6 foi utilizado para a
realizacdo das analises.

Os reagentes, todos de grau analitico, foram os seguintes: 4cido cloridrico 0,1M
(Dindmica®), 4gua destilada (pH 7,0 + 5), hidroxido de sodio 0,1 M (Vetec™), peroxido de
hidrogénio 3% (Dindmica®), fosfato de calcio dibasico (Vetec®), talco farmacéutico (Talmag
Manesita™) e amido (Corn Products®). Foram utilizados: Espectrofotometro UV-Vis Cary 300
Conc Varian®, cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico Varian® e Espectrofotdmetro
Varian® Vankel-Cary 50 ¢ Camara de Fotoestabilidade Nova Etica® (modelo C242), que
consiste na associagdo de lampadas UV e fluorescente com emissdo de 30.000 lux e 13,33
w/m” por hora. Em todos os pardmetros foram utilizadas balangas analiticas de alta precisio

(Bioprecisa®) e vidrarias calibradas.

4.2.2 Desenvolvimento do método por espectrofotometria de absor¢do na regiao do UV-Vis

Toda a concepgao do método método por espectrofotometria de absor¢ao na regido do
UV-Vis para doseamento do sulfato de hidroxicloroquina esta descrita a seguir.
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4.2.2.1 Principio do método

Por ndao haver monografia especifica em compéndios oficiais brasileiros, o método
baseou-se no teste de identificagdo do farmaco por absor¢do ultravioleta preconizado pela
United States Pharmacopeia (USP) (USP, 2010, pag. 2592-3). Assim, foram utilizados como
parametros iniciais a concentragdo de leitura da amostra e solucdo diluente especificado: 10
pg.mL™" e HC1 0,01M, respectivamente.

Para a preparagdao da amostra, foi utilizada a metodologia descrita pela Farmacopeia
Americana (USP 36) para o método de doseamento do sulfato de HCQ na forma
farmacéutica, por CLAE-DAD. Para alcangar a concentragio de leitura (10 pg.mL™") deviam
ser realizadas duas sucessivas dilui¢des, o que pode ser a origem de erros aleatorios. Para a
analise da absorbancia foram realizadas varreduras espectrofotométricas na faixa de 200 a 700
cm™, em triplicata, das solugdes amostras.

O preparo da amostra demonstrou-se como o primeiro ponto critico para garantia de
seguridade analitica: a realizagdo de 2 dilui¢des requer um maior tempo de execugdo do
experimento ¢ pode acarretar em maior numero de erros analiticos. No intuito de contornar
esse problema, foi realizada uma comparagdo estatistica (através de teste t-Student) entre as
duas sucessivas diluigdes (1:20 seguido de 1:5) e apenas uma dilui¢dao direta (1:100) para
alcancar a concentracio de leitura (10 pg.mL™).

O restante do processo de otimizagdo foi proposto para avaliar a real necessidade da
agitacdo através de banho ultrassonico e do uso de HCl 0,01M como soluc¢do diluente,
condigdes essas preconizadas pela monografia especifica do farmaco na Farmacopeia
Americana (USP 36 — NF 31, 2013).

A partir do teste de identificacdo da Farmacopeia Americana foi realizada uma analise
comparativa do doseamento nas seguintes condi¢des: com (durante 15 min) e sem agitacao
em banho ultrassonico com o intuito de diminuir o tempo experimental do método analitico e
reduzir custos operacionais devido ao uso do equipamento. Em seguida, foi testada a variagao
da solu¢do diluente utilizada (HC1 0,01 M e agua destilada) visto que a utilizacdo de agua
possibilitaria economia de tempo, de reagentes utilizados e a ndo producdo de residuos
analiticos.

Para realizar o menor nimero de experimentos possivel e de maneira simples e
organizada foram aplicados conceitos de ObD e DoE. Com isso, foi proposto um
planejamento fatorial 2* visando avaliar a influéncia de uma determinada variavel sobre a

precisao do método. O método apresenta dois fatores principais (agitacdo e solucao diluente)
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e, consequentemente, a esses sdo aplicados dois niveis (com e sem agitacao e utilizacdo de
agua e HCI como solugdo diluente, respectivamente). A organizacdo do planejamento fatorial

esta demonstrada na tabela 5.

Tabela 5. Organizagio do planejamento fatorial 2°

Niveis
Fatores
+ -
Solugdo diluente Agua destilada HC10,01M
Sonicagao 15 minutos  Auséncia de Agitacao

A fim de avaliar a influéncia das variaveis no experimento, bem como a interacao
entre elas, foi selecionada a utilizagdo do grafico de Pareto como ferramenta. Todos os

resultados foram expressos no intervalo de confianca de 95%.

4.2.2.2 Preparo da solu¢do-amostra

As amostras de sulfato de HCQ matéria-prima foram analiticamente pesadas e
solubilizadas em HCI 0,01M, obtendo-se uma concentragao de 50 ug.mL'l(solugﬁo estoque).
A esta segue uma primeira diluicdo (1:20), e uma segunda (1:5); visando obter a concentracao

final de 10 pg.mL™', em triplicata.

4.2.2.3 Preparo da curva de calibragao

De forma semelhante ao procedimento realizado para preparo da solugdo amostra, o
padrio analitico foi utilizado para obter a solugdo estoque de 50 ug.mL™ e realizar dilui¢des
com HCI1 0,01M a fim de obter as seguintes concentracdes: 8, 9, 10, 11 e 12 uyg mL™. A curva

controle foi preparada a cada dia de analise e utilizada para o calculo das concentragdes.
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4.2.4 Validacao do método analitico desenvolvido

Uma vez desenvolvido o método analitico de quantificacao do sulfato de HCQ, foram
avaliados os seguintes parametros: seletividade, robustez, linearidade, limite de deteccdo,
limite de quantificagdo, precisdo e exatiddo. Tais parametros foram avaliados de acordo com
as normas estabelecidas pelo ICH Q2A e Q2B e pela RE n° 899 de 2003 (ANVISA), uma vez
que este trabalho encontra-se classificado como método analitico para determinagao
quantitativa. O nivel de confianca dos resultados obtidos foi observado pelos seguintes
tratamentos: coeficiente de variacdo (CV%) inferior a 5% e andlises estatisticas através de

teste t-Student, ANOVA One-Way e Two-Way, quando aplicavel.

4.2.4.1 Especificidade/Seletividade

A seletividade e/ou especificidade de um método garante que a quantificagdo do
analito de interesse ndo seja afetada pela presenca de metabolitos, produtos de degradacao,
farmacos coadministrados ou adjuvantes utilizados nas formulagdes (CASSIANO et al.,
2009).

Para avaliar a seletividade, foi realizado um estudo preliminar de degradacdo for¢ada
do farmaco. Para isso, as amostras foram submetidas as seguintes condigdes de estresse:
hidrélise acida, basica (HCI 1M e NaOH 1M, respectivamente), oxidacdo (peroxido de
hidrogénio 5%) — na proporcdo 3:1 solu¢do degradativa:amostra — e fotolise (45 = 5°C / 15
min). As solu¢des foram mantidas em temperatura ambiente e analisadas apos 72 horas, pelo
método desenvolvido e comparadas a analise realizada por CLAE-DAD de acordo com a
monografia da Farmacopeia Americana (USP 36 — NF 31, 2013).

A especificidade do método foi avaliada quanto a contaminag¢do da amostra com
excipientes componentes do medicamento referéncia na forma farmacéutica solida
(comprimido) Plaquinol®, sendo eles: amido, talco e fosfato de calcio dibasico. Todas as
misturas fisicas foram preparadas na proporcao 2:1 fairmaco:excipiente e as amostras foram

pesadas em relagdo a concentracdo de sulfato de HCQ.
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4.2.4.2 Robustez

Para avaliar o comportamento do método frente a pequenas e deliberadas
modificagdes, os seguintes parametros foram alternados e aplicados ao preparo da amostra
e/ou método analitico: influéncia da luminosidade durante o preparo da amostra por meio da
presenca e auséncia de luz branca fria (por ndo mais que 25 minutos); estabilidade da amostra
nos tempos 0, 2 e 4 horas e comprimento de onda de leitura: 341, 342 e 343 nm, mimetizando

a possivel falta de calibragdo do equipamento (CASSIANO et al., 2009).

4.2.4.3 Linearidade

A fim de analisar a capacidade do método em demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentragcdo do analito da amostra foi realizada a regressao
linear de trés curvas auténticas, utilizando ajuste dos dados pelo método dos minimos
quadrados dos pontos médios, em cinco concentragdes diferentes: 8,9, 10, 11 ¢ 12 ug.mL'l. A
variagdo média do estudo foi realizada com intervalo de 80 a 120% da concentragdo média de

sulfato de HCQ.

4.2.4.4. Limite de detec¢do (LD) e Limite de quantificagdo (LQ)

O LD representa a menor concentracdo da substidncia em exame que pode ser
detectada com determinado limite de confiabilidade. Corresponde a concentracdo que produz
um sinal trés vezes maior que o nivel de ruido médio medido com o branco ou solugdo
controle. O LD foi calculado através da razdo entre o desvio padrao dos coeficientes lineares
das trés curvas de calibracdo dos ensaios de linearidade e a média dos coeficientes angulares
das respectivas curvas multiplicado por 3. Esse mesmo principio foi utilizado para o calculo
do LQ. Entretanto, foi considerada a razdo de 10 vezes a linha de base (LEITE, 1989;
SWARTZ & KRULL, 1998; GREEN, 1996; ICH, 1995b). As duas equagdes utilizadas estao
expostas a seguir (BRASIL, 2003).

Equagdo 6: Limite de Detecgao= %
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~ .. ] 10
Equagdo 7: Limite de Quantificacao= %

4.2.4.5 Precisao

Tal parametro corresponde aos critérios de repetitividade, precisao intermedidria e
reprodutibilidade. Neste trabalho, os trés niveis foram avaliados. A repetitividade (precisao
intra-ensaio) corresponde a proximidade estatistica entre os resultados de um mesmo grupo de
amostras entre si foi realizada por meio do mesmo analista € mesmo equipamento. A precisdao
intermediaria (precisao inter-ensaio) corresponde a concordancia dos resultados obtidos no
mesmo laboratdrio, porém em dias diferentes e realizados por diferentes analistas. J& a
reprodutibilidade avalia a concordancia de resultados obtidos em diferentes laboratdrios e,
portanto, por diferentes analistas. A repetitividade foi verificada por seis determinacdes
auténticas a 100% da concentracdo do teste. O mesmo foi utilizado para a precisdao
intermediaria, porém essa foi realizada em diferentes dias por analistas diferentes. A
reprodutibilidade foi avaliada em dois laboratorios diferentes: o Laboratorio de Tecnologia
dos Medicamentos (LTM) e o Nucleo de Controle de Qualidade de Medicamentos e
Correlatos (NCQMC) ambos da Universidade Federal de Pernambuco (Brasil, 2003; ICH,
1995% ICH, 1995°).

4.2 4.6 Exatidao

A semelhanca estatistica dos resultados obtidos em comparagdo a valores teoricos
padrdo foi analisada a partir de amostras de sulfato de HCQ, matéria-prima e padrdo analitico,

nas concentracdes de 50, 100 e 150% da contracio de leitura (10 pg.mL™), em triplicata.

4.2.4.7 Aplicagdo do método

A metodologia validada foi testada em um lote de sulfato de hidroxicloroquina
matéria-prima (FAGRON® do Brasil Farmacéutica Ltda., lote 0007HS4RIICX #7) ¢ em uma
marca de comprimidos industrializados: o medicamento de referéncia (Plaquenol®, Sanofi-
Aventis Lote 04618), reconhecido pela ANVISA (2013). Os resultados foram comparados, de

maneira semelhante, por meio do ensaio de doseamento através de espectrofotometria UV
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para a matéria-prima a da andlise dos comprimidos também, ambos descritos na Farmacopeia
Americana USP 36 (USP 36 — NF 31, 2013), e constitui-se em uma variagao do método para
analise da matéria prima. A fim de avaliar se havia diferenca entre as médias dos teores

obtidos foi realizado tratamento estatistico teste #-Student.

4.3 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE DO SULFATO DE
HIDROXICLOROQUINA ATRAVES DE TECNICAS TERMOANALITICAS

Os material e métodos utilizados para a realizagao do estudo de compatibilidade do

farmaco sulfato de hidroxicloroquina com excipientes farmacéuticos estao dispostos a seguir.

4.3.1 Material

O sulfato de HCQ foi adquirido da FAGRON®, sintetizado pela industria Chongging®,
lote SQK-120502#7 (pureza de 99,18%) Para o preparo das MB, foram utilizados os
seguintes excipientes: celulose microcristalina, talco, polivinilpirrolidona (PVP) K-30,
croscarmelose  sodica, Starch® (amido pré-gelatinizado), estearato de magnésio,
polietilenoglicol (PEG) 4000, glicolato de amido sédico (GAS), lactose anidra (LA),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e Polyox”.

As MB 1:1 (p/p) do sulfato de HCQ com os excipientes foram preparadas utilizando
almofariz e pistilo, triturando a mistura durante 3 minutos cada. As amostras foram

armazenadas em frascosOampola.

4.3.2 Método de investigacdo da compatibilidade farmaco.excipientes

O fluxograma apresentado na Figura 12 apresenta o protocolo utilizado para a
realizacio do estudo de compatibilidade. A priori, foram realizadas analises da curva DSC do
sulfato de HCQ isolado e desta em MB. Os valores referentes a temperatura inicial de fusao
(T;) foram adotados como indicadores de interacdo farmaco-excipiente. Posteriormente, apos
a triagem e sele¢do das misturas, foram utilizadas técnicas complementares para auxiliar na
interpretacdo dos resultados, dentre elas: TG, IV-TF, DR-X e avaliacdo da cinética de

decomposic¢ao isotérmica do sulfato de HCQ isolado e em MB.
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4.3.3 DSC, TG/DTG, IV-TF e DR-X

Todas as analises foram realizadas conforme metodologias descritas na PARTE

EXPERIMENTAL I.

Figura 12. Fluxograma para execugdo do estudo de compatibilidade.
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4.3.4 Estudo da cinética de degradagdo térmica do sulfato de HCQ e das MB

O estudo da cinética de degradagdo térmica visa a definicdo do prazo de validade
estimado de um material em sua forma soélida.

Para a analise da cinética de degradacdo e seus parametros através do método nao-
isotérmico, o método de Ozawa foi aplicado nas MB selecionadas, utilizando o software
apropriado instalado no equipamento TA60 Shimadzu®. Os experimentos foram realizados

nas mesmas condicdoes e equipamento utilizados na metodologia descrita na PARTE
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EXPERIMENTAL I; nas razdes de aquecimento: 2,5; 5; 10; 20 e 40°C min™! (SANTOS et al.,
2004; ARAUJO et al., 2005; CIDES et al., 2006; SALVIO-NETO & MATOS, 2011).

Os mesmos software ¢ equipamento foram utilizados para a determinagao da cinética
de decomposicao e seus parametros através de método isotérmico, a equagdo de Arrhenius foi
aplicada nas amostras do farmaco isolado e das MB selecionadas. Foram obtidas curvas por
meio do aquecimento das amostras até temperaturas de isotermas antecedentes ao principal
evento de degradagdo do farmaco isolado, definidas através do método das tangentes e
mantidas em atmosfera de nitrogénio (100 mL.min™") durante o tempo necessario para uma

perda de massa de 10 £ 0,5%

44 AVALIACAO DA INFLUENCIA EXERCIDA POR UMA MISTURA DE
EXCIPIENTES SOBRE O SULFATO DE HIDROXICLOROQUINA EM UMA
FORMA FARMACEUTICA SOLIDA COMPRIMIDO ATRAVES DE ESTUDO DA
CINETICA DE DEGRADACAO TERMICA

Os material ¢ métodos utilizados para avaliar a influéncia dos excipientes do

Plaquinol® sobre o sulfato de hidroxicloroquina estdo dispostos a seguir.

4.4.1 Material

O sulfato de HCQ foi adquirido da FAGRON®™, sintetizado pela indéstria Chongqing®,
lote SQK-120502#7 (pureza de 99,18%).

Para avaliar a influéncia exercida por uma mistura de excipientes sobre o sulfato de
HCQ, foi utilizado o0 medicamento Plaquinol® (Sanofi-Aventis®) como forma farmacéutica de
referéncia. O comprimido revestido de 400 mg (o equivalente a 310 mg de HCQ base live)
contém: fosfato de calcio dibasico di-hidratado, lactose, amido de milho, estearato de
magnésio, hipromelose, macrogol 400 e dioxido de titdnio. O comprimido foi pulverizado em
almofariz e pistilo e o pd foi utilizado para a realizacdo das andlises em relagdo

estequiométrica do farmaco.
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4.4.2 DSC, TG/DTG

Todas as analises foram realizadas conforme metodologia adaptada descrita na
PARTE EXPERIMENTAL I. Tal adaptacao corresponde a massa da amostra, calculada com

base na propor¢ao de farmaco contida no p6 do comprimido (7,28 + 0,2 mg).

4.4.3 DSC-fotovisual

Os estudos de DSC-fotovisual foram realizados com calorimetro modelo DSC-50
Shimadzu®, em atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 100 mL.min'l, a uma razdo de
aquecimento de 10°C.min”', até 500°C. O DSC foi acoplado a um sistema fotovisual
envolvendo um Microscopio Olympus® ligado a uma Camera Sanyo modelo VCC-D520. As
amostras (2,00 mg) foram colocadas em suporte de amostras em aluminio. Em seguida, a
célula foi selada hermeticamente. A temperatura e razdo de aquecimento do equipamento
DSC foram calibrados pela fusdo ponto e entalpia dos padrdes de indio e zinco (MACEDO E
NASCIMENTO, 2001; SILVA et al., 2009).

4.4.4 Pirolise-CG/MS

Os estudos de pirdlise foram conduzidos no pirolisador acoplado a um cromatdgrafo
gasoso (Shimadzu®, GCMS - QP5050A) diretamente ligado a um espectrometro de massa
usando elétrons como fonte de ionizagdo. A fragmentagdo foi realizada pelo impacto
eletronico com energia de ionizacdo de 70 eV . O espectrometro foi operado no modo de
varredura, varrendo uma faixa massa de 50-600 m/z. A temperatura da fonte i6nica foi de
300°C. A coluna capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm diametro interno ¢ 0,25 mm
tamanho de particula foi utilizado como fase estaciondria fenil:dimetilpolisiloxano (5:95). O
programa de temperatura da coluna foi o aumento da temperatura segmento, com uma taxa de
aquecimento de 15°C.min-1 até a temperatura final de 280°C. Hélio foi utilizado como gas de
arraste um fluxo de 1,0 mL.min- 1 com razao de divisao de 1:5. A amostra do sulfato de HCQ
no estado solido foi posto em cadinho de platina no pirolisador a temperatura de 300°C

durante cada experimento.
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4.4.5 Estudo da cinética de degradagdo térmica das MB

O prazo de validade do sulfato de HCQ na forma farmacéutica s6lida comprimido foi
estimado através do estudo cinético de degradagdo isotérmico e nao-isotérmico conforme

metodologia descrita na PARTE EXPERIMENTAL 11, item 4.3.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, foi feita uma criteriosa discussdo sobre a

consequéncia dos achados. Os resultados e a discussao estdo descritos a seguir.

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO FARMACO ANTIRREUMATICO
SULFATO DE HIDROXICLOROQUINA ATRAVES DE APLICACAO DE QUALITY
BY DESIGN NOS ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO

A seguir, estdo descritos os resultados obtidos e a respectiva discussao no que tange a

caracterizacao fisico-quimica do sulfato de hidroxicloroquina.

5.1.1 Caracterizagdo a nivel molecular: Identificagdo quimica

A identidade do sulfato de HCQ pode ser comprovada através da corroboragdo dos
resultados obtidos das diversas metodologias aplicadas. Para isso, foram utilizadas:
espectrofotometria de absor¢ao na regido do IV e do UV e EM-MALDI-TOF, além da analise
de polarimetria.

Bastante utilizado como ferramenta no controle de qualidade de medicamentos, os
espectrofotometros de IV e Raman oferecem procedimento simples e rapido capaz de
identificar pequenas diferencas estruturais entre as moléculas, exceto quando estas estdo
envolvidas com isomeria Optica. Assim, por se tratar de um sal de mistura racémica, a
molécula de sulfato de HCQ pode apresentar distingdes nas bandas caracteristicas do seu
espectro.

A selecdo do melhor método depende do principio da técnica. A absor¢do no IV
corresponde a variagdo do momento de dipolo da molécula, enquanto o espalhamento Raman,
a variagao da polarizabilidade. Dessa forma, os espectros de Raman e IV sdo complementares,
embora haja casos de baixa simetria molecular existam bandas nas mesmas posi¢des, variando
somente a intensidade. Geralmente, vibragdes simétricas e grupos ndo-polares fornecem as
bandas de espalhamento de Raman mais intensas, enquanto vibragdes assimétricas € grupos
polares fornecem bandas de absor¢cdo mais intensas no IV (STEPHENSON et al., 2001;
SPONG et al., 2004;).
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O espectro de absor¢ao na regido do IV do sulfato de HCQ (Figura 13.a) apresenta
picos caracteristicos dos seus principais grupos funcionais. Foi possivel observar: a
deformacao axial do alcool (—OH) e deformagdes N-H, tipicas de aminas secundarias e
terciarias; as bandas referentes aos estiramentos das ligagdes C—H estdo na regido
compreendida entre 3100 e 2500 cm™, estando sobrepostas por uma banda alargada referente
a interacdes intermoleculares entre as ligacdes de hidrogénio; as bandas especificas
relacionadas as deformagdes simetrica e assimétrica (S=0, oriundas do sulfato); além do pico
caracteristico do halogénio ligado ao atomo de carbono (C-Cl). Nao foi possivel distinguir e
especificar as bandas especificas de hidrogénios aromaticos e da deformagao axial da ligagdo
C-N, devido a intensa sobreposi¢do de picos (regido entre 950 — 1150 cm™). A tabela 6 mostra
as principais bandas relacionadas aos respectivos tipos de vibragdo da ligagdo, regido esperada
e grupos funcionais. A enumeracdo correlaciona os valores das bandas e suas respectivas

posicdes no espectro.

Tabela 6. Correlacdo entre as bandas, tipos de vibrag@o da ligag@o e seus respectivos grupos funcionais, obtido

do espectrograma de infravermelho do sulfato de hidroxicloroquina.

Banda (cm™) Tipo de Vibracao da Ligacdo  Regido Esperada  Grupo Funcional

A —3202 Deformacgao axial -OH 3584 — 3650 cm’ Alcool
Deformagao axial N-H de :
B -3028 3310 -3350 cm” Anel heterociclico
heteroatomo
Deformagao axial C-H de . Esqueleto
C-2970 . 2950 — 3100 cm’ .
compostos aromaticos aromatico
Deformagao axial do anel Compostos
D-1611 (bandas do esqueleto) C=C e 1580 — 1670 cm™ aromaticos e
C=N alcenos
Deformagao axial assimétrica .
E - 1365 1177 - 1386 cm’ Sulfato
S=0
F— 1342 Deformacio axial simétrica S=O 1177 — 1386 cm™ Sulfato
G-822 Deformagao axial C-Cl alifatica 550 — 850 cm™ Cloro

A varredura espectrofotomética do sulfato de HCQ (Figura 13.b) mostrou 5 maximos
de absorcdo nos seguintes comprimentos de onda: 220, 234, 256, 330 e 342 nm. Tais valores
correspondem a presenca de grupos cromoforos presentes na molécula. Esta tltima e maior
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delas ¢ atribuida ao grupo quinolinico (USP 36 — NF 31, 2013; ARGUELHO, ANDRADE &
STRADIOTTO, 2002).

Figura 13. (a) Espectro de absorcdo na regido do infravermelho e (b) Espectro de absor¢ao na regido do

ultravioleta do sulfato de hidroxicloroquina
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A interagdo da molécula de HCQ com o anion sulfato e com as ligagdes de hidrogénio
intermoleculares foi observada na regido entre 2250 — 2750 cm™. O deslocamento e somagio
das bandas de amina e hidroxila sugerem que as ligagdes supracitadas ocorrem nesses grupos
funcionais ou, pelo menos, proximos a eles (ROLIM, 2012).

O espectro de Raman (Figura 14) foi utilizado a fim de corroborar a afirmacdo
supracitada. De fato, a alteracdo nas bandas de amina e hidroxila foi evidenciada, uma vez
que, no espectro Raman, ndo houve aparecimento de bandas na regido compreendida entre
2250 — 2750 cm’™.

Os espectros de RMN de °C e 'H do sulfato de HCQ possibilitaram a elucidagdo da
sua estrutura quimica. A partir desses resultados, foi verificada a presenga de 19 adtomos de
carbono com base no espectro de RMN °C (tabela 7). E notério que tal estrutura apresenta
dois anéis aromaticos, pois existem nove carbonos que apresentavam deslocamentos quimicos
caracteristicos dessas estruturas. Com destaque para o deslocamento quimico dos carbonos
10, 7, 4 e 2 (acima de 137 ppm) desblindados por estarem ligados diretamente a 4tomos de
maior eletronegatividade.

Os resultados obtidos por RMN "*C foram confirmados por RMN 'H (tabela 7), ja que,
foram observados cinco deslocamentos quimicos entre 7 € 8 ppm, relativos aos deslocamentos
de hidrogénios aromaticos, geralmente nesta faixa (CARAMORI & OLIVEIRA, 2009).
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Figura 14. Espectro de Raman do sulfato de HCQ.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de *C e 'H para o sulfato de HCQ dissolvido em agua deuterada (D,0)

Tipos de Deslocamento ) . Deslocamento  Multiplicidade
B¢ quimico (ppm) Tipos de "H quimico (ppm) dos sinais
C19 7.857 Aromaticos
C12 18.577 H2 8 Dubleto
Cl4 20.056 H5 7.7 Dubleto
C13 31.713 HS8 7.18 Dubleto
C15 48.248 H6 7.05 Duplo dubleto
Cl1 49.495 H3 6.57 Dubleto
CI8 52.051 H2 8 Dubleto
Cl6 53.670 Alifaticos
C17 55.289 11 3.85 Multipleto
C3 98.546 17 3.72 Multipleto
C9 114.392 15-16-18 3.18 Multipleto
C6 118.343 13-14 1.7 Multipleto
C8 123.811 12 1.21 Dubleto
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C5 126.769 19 1.17 Tripleto
C7 137.310
C4 138.635
C2 142.043
C10 154.59

A analise dos resultados obtidos através dos RMN’s encontra-se em consonincia com
aqueles observados por Dongre e colaboradores (2009).

O EM da HCQ (Figura 15) evidencia a ionizacdo positiva da base livre por ser
composta por trés grupamentos amina facilmente protonados, evidenciando um sinal com
100% de intensidade caracteristico [M + 1] = 336,18 m/z, j& que a massa molecular do HCQ
¢ 335,17 g/mol. A fonte de ionizagdo utilizada foi o MALDI na frequéncia de 100 Hz,
ocorrendo um fragmentacdo do ion parente na fonte, podendo ser observado o perfil de
fragmentacio pelos sinais em 318,17 m/z = [M - 16]", 302,22 m/z = [M - 32]", 292,16 m/z =
[M - 42]" 247,10 m/z = [M - 87]" relativos a fragmentacdo da HCQ base livre, corroborando
com a estrutura quimica da HCQ, ja que demonstrou a ioniza¢ao de seus grupamentos polares
mais externos, bem como, dos ligantes das aminas secundarias.

A interpretacdo do conjunto de dados obtidos até entdo conduziu a elucidagdo da
molécula de HCQ base livre (figura 15).

A partir do EM mencionado acima, decidiu-se conhecer os possiveis produtos de
degradacao através de multipla ionizagdo do pico majoritario. A técnica proporcionou a

elucidacdo de alguns dos principais fragmentos da molécula do HCQ base livre (Tabela 8).
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Figura 15. Espectro de massa da HCQ e estrutura quimica da hidroxicloroquina base livre com enumeracéo de

carbonos.
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Tabela 8. Fragmentos da hidroxicloroquina base livre obtidos através de multipla ionizagdo do

pico majoritario.

Formula Estrutural Massa Molecular Estrutura

)
CsHpsN30" 302,22 7 | W\/\
N\\ CHgy k/oﬂ

Cl
C1eHyCINS* 292,16 / Y\/\
N | CH3 &

FERRAZ, L. R. M. Aplicagdo de quality by design e técnicas termoanaliticas no estudo de pré-formulagao para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas 4 base do farmaco antirreumatico sulfato de hidroxicloroquina, 2014.




105

Cl

C14HsCIN," 247,10 / “\(v

N CH,

=
CisHasCINs” 318,17 N
N ‘ \(\/\ Q
T CHy

Os resultados da andlise de polarimetria confirmaram a natureza da mistura racémica

do material. O resultado para a rotacdo especifica (aD=0,03) evidencia que ndo ha desvio
algum da luz polarizada, comprovando a propor¢ao equimolar dos isomeros da HCQ
(SOLOMONS & FRYHLE, 2005).

Em relagdo a identificacdo da molécula quanto a sua solubilidade em determinados
solventes, foi observado através do ensaio de solubilidade semi-quantitativo que o sulfato de
HCQ apresenta problemas de solubilidade em solventes organicos. Em contrapartida, ¢
facilmente soltivel em dgua e em solu¢des aquosas com pH entre 2,0 e 8,0; como visto na

Tabela 9.

Tabela 9. Solubilidade do sulfato de hidroxicloroquina em diferentes solventes e pH’s.

Solventes Volume Utilizado Solubilidade
Agua <1 mL Facilmente Solavel
Solugdo pH 2 <1mL Facilmente Soluvel
Solu¢do pH 6,6 <1mL Facilmente Soluvel
Solugao pH 7,0 <1mL Facilmente Soltuvel
Solugdo pH 7,6 <1mL Facilmente Soluvel
Solu¢ao pH 8,0 <1mL Facilmente Soluvel
Alcool Metilico (metanol) <1000 mL Pouco Soluvel
Alcool Etilico (etanol) <1000 mL Pouco Soluvel
Alcool Isopropilico <1000 mL Pouco Soluvel
Acetona <1000 mL Pouco Soluvel
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Observada a sua alta solubilidade em &4gua, deve-se analisar condi¢cdes e pontos
criticos durante a producdo de formas farmacéuticas contendo HCQ para que o farmaco

mantenha-se integro e estavel em locais de elevada umidade.

5.1.2 Caracterizagdo a nivel de particulas

A umidade ¢ um fator que influencia a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica
dos materiais s6lidos. Ela assume papel significativo nas caracteristicas reoldgicas do produto,
essenciais no desenvolvimento de uma forma farmacéutica solida. A umidade de materiais
destinados a compressdao ou enchimento de invélucros e em concentragdes inferiores a 1%
pode afetar o comportamento destes e/ou do produto final (MARSHALL, 2001; CHAVES,
COSTA & FREITAS, 2009).

O comportamento higroscopico do sulfato de HCQ foi evidenciado em relagdo a
porcentagem de agua adsorvida na amostra do farmaco. A figura 16 traz a representacao
grafica dessa capacidade de sor¢do/dessor¢do de 4gua durante o estudo.

Foi verificado que a adsor¢do de dgua pelas amostras variou em fungdo das condigdes

do ambiente e do tempo de exposicao.

Figura 16. Comportamento higroscopico do farmaco sulfato de hidroxicloroquina em diferentes condigdes de

umidade relativa do ar.
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Na condi¢do de 28% de UR, foi possivel identificar o equilibrio de sor¢do e dessor¢ao
de agua, havendo pontos onde ndo houve variagdo da porcentagem de peso. Isso se deve,
principalmente, a capacidade da silica em sorver umidade. Tal resultado corrobora o habito de
se estocar e armazenar a matéria-prima em ambiente hermeticamente fechado contendo silica,
como dessecador.

Em altas condi¢des de UR (65% e 100%), houve ganho de peso, traduzindo-se em
agua adsorvida. Os valores maximos observados foram de 1,28 e 1,81% para as condi¢des de
65 e 95% UR, respectivamente. Entretanto, o aumento de peso ndo foi considerado
significativo uma vez que, mesmo em condi¢des drasticas de UR, a quantidade residual de
umidade nao foi superior a preconizada pela Farmacopeia Americana USP 36 (<2%).

Vale salientar que os valores de higroscopicidade obtidos ndo devem ser considerados
absolutos, visto que as amostras foram expostas a condi¢cdes extremas de UR, sem a protecao
de uma embalagem primaria.

No presente estudo, o ponto de fusdo foi determinado a fim de avaliar a pureza do
sulfato de HCQ. Para tal, duas diferentes técnicas foram realizadas: fusiometro ¢ DSC. De
fato, as informagdes adquiridas demonstraram-se consonantes, sendo o grau de pureza
calculado pelo DSC, de maior confiabilidade.

A priori, a faixa do ponto de fusdo foi determinada através da utilizagio de fusidémetro.
Com o auxilio da ocular e de termdmetro, pode-se observar o inicio do evento endotérmico
em, aproximadamente, 238°C. Logo apo6s ser possivel observar a fusdo, ao atingir a
temperatura de cerca de 243°C, o material passou a ter coloracdo negra, sugerindo possivel
degradacao conseguinte a fusdo da matéria-prima (figura 17.a). De fato, essa informagao pdde
ser corroborada por meio dos resultados obtidos da curva DSC do farmaco.

De acordo com o valor de fusdo do sulfato de HCQ foi possivel determinar a pureza de
98,85 £ 0,6% (valor de compensagdo de aproximadamente 8%) para este farmaco com o
auxilio do Software TA-60 versdo 1.0 (Shimadzu®, Kyoto, Japan). Este valor encontra-se de
acordo com o que preconiza a Farmacopeia Americana que determina uma especificacao de
98 a 102% do farmaco dessecado permitindo assim a utilizagdo desta matéria-prima (USP 36
—NF 31, 2013).

A curva DSC do sulfato de hidroxicloroquina (figura 17.b) apresentou quatro eventos,
todos de natureza endotérmica. O primeiro, amplo e bastante intenso, observado na faixa de
temperatura entre 242,23-254,90°C (DSCp;.;=244°C) correspondendo ao processo de fusdo do
farmaco (AH= -396,51 J.g™). O evento de fusdo do farmaco é incompleto, com a primeira

etapa de degradacao sobrepondo o pico de fusdo, em uma faixa compreendida entre 261,88-
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297,55°C (AH= -185,85 J.g"), sendo representado por um pico amplo de intensidade
reduzida. Nota-se que os eventos da degradacdo subsequentes relativos aos dois ultimos
eventos de perda de massa sdo também endotérmicos e evidenciados pela primeira derivada
da curva termogravimétrica. O terceiro e quarto eventos ocorrem nas faixas entre 290,22-

311,61°C e 329,18-341,10°C.

Figura 17. a) Capilares utilizados no fusiometro; b) Curva DSC do sulfato de hidroxicloroquina.
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A estrutura dos materiais solidos ¢ resultado da natureza de suas ligacdes quimicas, a
qual define sua distribuicao espacial. Um material cristalino, independente do tipo de ligagdo
encontrada no mesmo, apresenta um agrupamento ordenado de seus atomos, ions ou
moléculas, que se repete nas trés dimensdes. Para elucidacdo da estrutura cristalina do sulfato
de HCQ), técnicas de imagem foram requeridas: DR-X e MEV.

A difragdo de raios-X ¢ uma técnica de grande versitilidade e rapidez aplicada a
amostras policristalinas. Ela permite o monitoramento de amostras quando no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos em laboratérios e o controle de qualidade
industrial, fornecendo informagdes importantes sobre tamanho e estrutura dos cristais
(SANTANA, RAMOS & FABRIS, 2008).

O perfil difratométrico (figura 18) do farmaco revelou a presenca de 2 picos de maior
intensidade: 17,18° e 17,24°, além da existéncia de diversos picos secundérios de menor
intensidade, evidenciando a natureza cristalina do sulfato de HCQ. Tal comportamento foi
corroborado pelas fotomicrografias obtidas por MEV (figura 19), nas quais evidenciou-se a

existéncia de cristais de tamanhos irregulares com formatos predominantemente hexagonais.
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Figura 18. Difratograma de raios-X do sulfato de hidroxicloroquina

10000 17,18

8000 —
2 6000 - 17,24°
[+~]
= -
%)
5
E 4000 4

- . AN M ANMV\MW

04
T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

26

Figura 19. Micrografias de varredura do sulfato de hidroxicloroquina com aumentos de 300 e 750 vezes.
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O uso da técnica do MEV vem se tornando mais frequente por fornecer informagdes
detalhadas do estado de cristalizagdo. Com aumentos de até 300.000 vezes, consiste em
ferramenta importante na detec¢do de mudancas cristalinas em decorréncia de variagdes dos
processos de sintese ou do processamento farmacéutico, o que pode vir a formar outras

polimérficas do farmaco (RIBEIRO et al., 2003).

FERRAZ, L. R. M. Aplicagdo de quality by design e técnicas termoanaliticas no estudo de pré-formulagao para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas 4 base do farmaco antirreumatico sulfato de hidroxicloroquina, 2014.



110

Esses resultados tém influéncia significativa na solubilidade e permeabilidade
intrinsecas do farmaco e, principalmente, na procura por formas polimoérficas. Em associacao
a técnicas analiticas como DSC e TG, ¢ possivel gerar robusto dossi€¢ sobre a caracterizagao
cristalina da amostra (SOARES-SORBINHO et al., 2010).

O uso da analise termogravimétrica foi indispensavel na elucidacdo da degradagdo da
HCQ frente a temperatura. A TG mede as alteracdes da massa da amostra em funcdo do
tempo ou temperatura. Os processos de dessolvatacdo ou de decomposicao sao muitas vezes
acompanhados através desta analise. A comparacao dos resultados de TG e DSC, obtidos em
condi¢des semelhantes, pode ser de grande valia para a interpretacdo dos processos térmicos.

A curva TG do sulfato de HCQ est4 apresentada na figura 20. Foram observados trés
eventos de perda de massa ao longo da andlise. O primeiro, concomitante ao final do evento
relativo a fusao do farmaco, com inicio em 254,78°C e término em 278,01°C resulta em uma
perda de massa de 5,56% da massa inicial (DTGpico=269,41°C). O segundo, na faixa de
temperatura compreendida entre 288,55-301,16°C, apresenta uma clara etapa de perda de
massa de 20,9% (DTGpico=293,62°C). O terceiro e ultimo evento, observado entre 335,03-
378,32°C, corresponde a uma perda de massa de 29,23% (DTGpico= 353,86°C). Todos os
eventos de perda de massa s3o mais bem evidenciados com a utilizagdo da derivada da curva
TG (DTG).

Figura 20. Curva TG/DTG do sulfato de hidroxicloroquina.
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Durante a andlise da cinética da reacdo sob condi¢des ndo-isotermais, percebeu-se que,
com o aumento da razao de aquecimento, ha o aparecimento de um novo evento. A alteragao
do comportamento térmico do farmaco ¢ vista nas seguintes razdes de aquecimento: 20 e 40
°C.min"', sendo mais bem evidenciado por esta ultima, razio pela qual ela foi escolhida para

caracterizar este novo evento (figura 21). O quarto evento tem seu inicio em 439,85 °C e
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término em 460,57°C, resultando em uma perda de massa de 7,53% (DTGyico= 450,83°C) da

massa inicial.

Figura 21. Curva TG/DTG do sulfato de hidroxicloroquina (f§ = 40 °/min)
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A dissolugao pode ser definida como o processo pelo qual o farmaco ¢ liberado de sua
forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo. A dissolucao do
farmaco nos fluidos gastrointestinais € pré-requisito para a absor¢do, seguida da sua
distribuicao pela circulagdo sistémica. Em parte, a dissolu¢ao depende do meio que o rodeia.
Testes de dissolugdo in vitro ¢ ferramenta imprescindivel para controle de qualidade em
diferentes estdgios de ciclo de vida de um medicamento (AZAMI, ROA & LOBEMBERG,
2007).

Para determinar os meios a serem utilizados nos estudos de dissolugdo e para conhecer
a solubilidade intrinseca do sulfato de HCQ em determinados solventes, o ensaio quantitativo
de solubilidade foi realizado.

Corroborando com o ensaio semi-quantitativo de solubilidade, foi observado que, em
agua e nas solucdes aquosas de diferentes pH’s, as particulas apresentaram grande
solubilidade, mostrando que, mesmo em excesso, 0 material foi solubilizado apds o teste.
Dessa forma, foi decidido quantificar apenas o teor daquelas amostras onde o sulfato de HCQ
demonstrou-se muito pouco solivel. Os resultados estdo sumarizados na tabela 10.

Diante da existéncia de método descrito por compéndios oficiais, o presente estudo
prop0s pequenas alteragdes no pH do meio aquoso de dissolucdo. Tais alteragdes basearam-se
na obtengdo de solucdes-tampao capazes de simular as condi¢gdes do trato gastrointestinal e

utiliza-las como meios de dissolugdo (MANADAS, PINA & VEIGA, 2002). Os resultados
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obtidos foram comparados através da eficiéncia de dissolu¢do (ED), calculada a partir da
equacdo 8 (Onde: ASC ¢ a area sob a curva do tempo que se deseje avaliar e ATG, a area total
do grafico).

~ _ (ASCY)
Equacgao 8. ED= TG x100

Tabela 10. Resultados experimentais dos solventes onde o sulfato de hidroxicloroquina se apresentou pouco

soluvel.
Solvente Concentracio (ug.mL'l) Teor (%)
Acetonitrila 9,38 40,79
Acetona 13,67 59,42
Alcool Metilico 4,77 20,74
Alcool Etilico 6,22 27,03
Alcool Isopropilico 5,49 23,88

Os resultados do estudo de dissolucao confirmaram a 6tima solubilidade em agua do
sulfato de HCQ, conforme mostrado pela literatura (USP 36 — NF 31, 2013) e pelo presente
trabalho. Foi verificado que o pH do meio de dissolugdo influenciou consideravelmente a
concentragdo de farmaco dissolvida nos primeiros cinco (5) minutos. Entretanto, no intervalo
médio do ensaio (30 minutos), os valores de todos os métodos sdo bastante semelhantes,
mostrando a grande solubilidade do sulfato de HCQ (>85%). Os resultados estao sumarizados

na tabela 11.

Tabela 11. Porcentagem de sulfato de hidroxicloroquina dissolvida em solugdes aquosas em diferentes pH’s

Porcentagem de sulfato de HCQ dissolvida
Tempo (min) pH 1,2 pH 6,6 pH 7,0 pH 8,0

0 0 0 0 0

5 89,46 17,74 13,20 29,56
15 82,26 86,66 73,08 77,54
30 88,84 90,05 86,29 85,98
45 89,11 90,05 87,26 87,52
60 91,03 90,42 90,51 89,46
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Devido a grande semelhanga dos resultados, viu-se a necessidade de avalia-los de
maneira diferente, de forma tal que fosse possivel compara-los mais eficientemente. A ED foi
entdo selecionada como parametro de diferenciagdo. O termo “ED” foi primeiramente
empregado por Khan & Rhodes (1975), podendo apresentar uma gama de valores dependendo
dos intervalos de tempo escolhidos. Para que o farmaco esteja disponivel para absor¢ao
sist€émica ¢ necessario garantir que nao haja interagdo entre ele e os demais componentes de
uma formulag¢do, como os excipientes, por exemplo. A ED consiste na avaliagdo integral
comparativa da ASC do perfil de dissolugdo em relagdo a area representada pelo tempo total
do ensaio. Dentre as aplicabilidades da ED, pode-se destacar: verificagdo das caracteristicas
intrinsecas do farmaco submetidos a diferentes meios; comparagao entre diferentes
formulagdes, no caso de estudos de bioequivaléncia (MAHLE et al., 2007).

De fato, a ED possibilitou a diferenciagdo dos resultados (Tabela 12). Viu-se que, em
5 minutos, a ED para o pH 1,2 ¢ quase quatro vezes maior que as demais. Também foi
observado que em 30 minutos, os valores de ED sdo bastante semelhantes, confirmando a
hipotese citada acima. Assim, os resultados obtidos fornecem a informacao de que o intervalo
critico de tempo para a dissolugdo do farmaco ¢é de apenas 5 minutos, valor bastante pequeno,
comprovando a grande solubilidade aquosa do sulfato de HCQ em diferentes pH’s e,

principalmente, em meio acido.

Tabela 12. Eficiéncia de dissolugdo para o sulfato de HCQ nos tempos 5 ¢ 30 minutos.

PH  EDsmin (%) ED3omin (%)

1,2 4,43 46,83
6,6 0,96 41,16
7,0 0,77 38,65
8,0 1,66 41,12

5.1.3 Caracterizagdo a nivel de aglomerados de particulas

O entendimento sobre os pos permite qualificar e quantificar fatores que ndo podem

ser negligenciados durante o desenvolvimento de formas farmacéuticas. Isso exerce influéncia
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na alimentacdo uniforme das maquinas e nas propriedades fisicas e mecanicas dos
comprimidos (MARSHALL, 2001).

Na avaliacdo da descricdo e analise macroscopica da matéria-prima, essa se
demonstrou como p6 branco cristalino e inodoro, conforme descrito pelo laudo do fornecedor.

Quanto a caracterizagdo reologica, foi observado tempo de escoamento de menos de
um (1) segundo, seguido de obtencdo do resultado do angulo de repouso, de 6,28°. Conforme
descrito em literatura, tais valores indicam que o material possui excelente fluxo (WELLS,
2005)

Quanto a avaliagdo da densidade, foram obtidos os seguintes valores: 0,77 e 0,83
g/mL; para a densidade aparente e a densidade compactada, respectivamente. A partir desses
valores, ¢ possivel avaliar o nivel compressibilidade do material por meio do calculo dos
indices de Carr (IC) e de Hausner (IH). Para o sulfato de HCQ, foram obtidos os seguintes
resultados: 1,08 e 7,22%; para IH e IC, respectivamente. Conforme descrito na literatura, ha a
indicagdo de que a matéria-prima tem bom fluxo e ndo necessita da incorporagdo de
adjuvantes deslizantes, como o aerosil® 0,2%. Vale salientar que valores acima de 20% para o
IC e valores compreendidos entre 1,25 e 1,5 caracterizam fluxo ruim e caréncia da adi¢ao de
deslizantes. Entretanto, os indices acima mencionados, muitas vezes, sdo determinagdes
pontuais e nem sempre refletem a facilidade ou velocidade da consolidacdo das particulas,
fator importante no desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas, uma vez que esta
diretamente relacionado com o preenchimento uniforme das méaquinas de compressao. Logo,
faz-se necessaria a avaliagdo do conjunto de todas as caracterizagdes fisicas obtidas para
delinear o melhor roteiro de obtengdo da formulagdao (FIESE & HAGEN, 2001; WELLS,
2005).

Por meio da distribui¢do granulométrica realizada, pdde-se observar que matéria-
prima apresenta prevaléncia de suas particulas distribuidas no intervalo entre 60 e 100 um
(Figura 22.a). Diante desses resultados, foi realizada avaliagdo da retencdo em relacdo a
passagem das particulas nos intervalos mencionados. Foi observado que o tamanho médio das
particulas ¢ de aproximadamente 77 pm (Figura 22.b). Portanto, de acordo com a
Farmacopéia Brasileira 5* edigdo, pode-se classificar a matéria-prima utilizada como um pé
finissimo, visto que praticamente todas as particulas passam pelo tamis com abertura nominal
de malha de 125 um e de acordo com o grafico de barras da reparticdo granulométrica que
simula uma distribui¢do normal da Curva de Gauss (BRASIL, 2010).

Devido ao pequeno tamanho das particulas e a relativa higroscopicidade, ambos

evidenciados no presente estudo, uma avaliagdo do conjunto dos resultados obtidos deve ser
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feita. Essas situacdes podem ser etapas limitantes no desenvolvimento de formas
farmacéuticas solidas, principalmente comprimidos, uma vez que o material pode obstruir a

maquina compressora ou gerar problemas de uniformidade de conteudo.

Figura 22. a) Reparticao granulométrica; (b) tamanho médio de particula do sulfato de hidroxicloroquina.
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A éarea superficial de particulas pode estar relacionada as propriedades fisico-quimicas
e farmacodinamicas de um insumo farmacéutico ativo. Ela pode interferir, tanto na liberagao
do farmaco da sua forma farmacéutica, quanto nas propriedades reologicas de materiais
pulvurulentos. O método BET, utilizado para o célculo dessa area superficial, baseia-se na
determinagdo do volume de nitrogénio adsorvido, a diversas pressdes relativas, na
temperatura do nitrogénio liquido (LIMA, 2000).

Os métodos que utilizam a adsorcao fisica de gases sao frequentemente utilizados para
determinar a distribui¢do de poros de acordo com o seu tamanho. Segundo a IUPAC (The
International Union of Pure and Applied Chemistry), classifica-se o tamanho de poros como:
microporo (largura interna menor que 20 A), mesoporo (largura interna entre 20 e 500 A) ou
macroporo (largura interna maior que 500 A) (NERY et al., 2008; LIMA, 2000).

Foi observado que o sulfato de HCQ possui mesoporos por apresentar tamanho de
poro de aproximadamente 226.828 A. Esse tamanho de poro ¢ adequado para a obtencdo de
formas farmacéuticas solidas, uma vez que encontra-se na média de valores que indicariam
incapacidade de solubilizagdo devido ao pequeno tamanho de poro (microporo) e problemas
de consolidacdo de particulas devido grande tamanho do poro (macroporo).

Os resultados 0,73 m?/g, 0.000264 e 0.000099 cm?/g expressam a superficie especifica

e volume de poros e microporos, respectivamente. Tais valores entram em consonancia com
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os resultados obtidos na investigacdo das propriedades reoldgicas, sugerindo que ndo ha
necessidade da adicdo de adjuvantes que promovam o incremento da area superficial e, por

consequéncia, da solubilidade.

Tabela 13. Parametros avaliados pelo ensaio de adsor¢@o de nitrogénio na determinacdo de superficie especifica

e tamanho de poro do sulfato de hidroxicloroquina.

Superficie especifica Volume de Volume de
) s , Tamanho de poros (A)
—BET (m’/g) poros (cm’/g)  microporos (cm’/g)
0.73 m%*/g 0.000264 cm®/g 0.000099 cm?/g 226.828 A

5.1.4 Caracterizagdo a nivel de teor de agua

A determina¢do da umidade residual em matérias-primas € ensaio de grande relevancia
na producdo de medicamentos. O alto teor de 4gua propicia a proliferacio de micro-
organismos; possibilita a degradacdo de principios ativos pelos processos de hidrolise e
influencia a qualidade farmacotécnica dos materiais solidos pulverulentos, podendo afetar, em
especial, suas caracteristicas reologicas e a estabilidade fisico-quimica (GARCIA-AMOEDO
& ALMEIDA-MURADIAN, 2002; BORGES et al., 2005).

Diversos métodos analiticos podem ser empregados na determinacdao de umidade
residual. O presente estudou destacou as seguintes técnicas: determinacdo de perda por
dessecacdo, método termogravimétrico através de TG, analisador de umidade por
infravermelho e determinacdo de 4gua pelo método volumétrico (Karl Fischer).

Os resultados obtidos demonstraram-se em consonancia com aqueles preconizados
pela monografia do farmaco presente na Farmacopeia Americana, uma vez que, em todas as

analises efetuadas, o teor de agua foi menor que 2% (USP 36 — NF 31, 2013).

5.1.5 Desenvolvimento e otimiza¢do de método analitico para doseamento do farmaco

O sulfato de HCQ farmacologicamente ativo ¢ uma mistura racémica de dois isomeros
opticos que sdo quantificados sem separagdo quiral, havendo, entdo, a co-eluigdo destes.
Portanto, o principio determinante da otimizagdo do método analitico para determinacdo de

teor foi o fator de cauda do pico resposta referente ao HCQ. Utilizando o fator de cauda como
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a variavel dependente, foi realizado um planejamento fatorial 3° (Tabela 14) com os seguintes
fatores: fluxo e composi¢do da fase mdovel em combinagdo com a temperatura da coluna
cromatografica, pelo modelo de Box-Behnken.

A partir da analise dos graficos de superficie-resposta obtidos pelo software Statistica
versdo 8.0 (StatSoft®, Tulsa, USA) é possivel observar as condigdes em que a interagdo entre
os fatores analisados geram picos-resposta do analito que possuem fator de cauda com valor
numérico mais proximo de 1 (indicado pelas cores verdes claro e escuro). O Design Space
esta inserido dentro dos valores compreendidos entre 0,98 e 1,2 para valores de fator de
cauda, conforme ilustrados na figura 23 (a,b e c).

Esta ferramenta possibilitou a otimizagdo do método analitico para determinagdo de
teor, estabelecendo como condi¢do analitica ideal (realce na tabela 14): a temperatura de
45°C, a um fluxo de FM de 0,8 mL/min, em uma propor¢ao de 80:20 Fase Movel:Metanol

como fase eluente.

Tabela 14. Matriz do planejamento fatorial 3° para otimizagio do método analitico de quantificagdo do sulfato de

hidroxicloroquina.

Método Fluxo de fase-movel Temperatura Composicao de fase-movel

(mL/min) °O) (Fase Movel USP:Metanol)
1 1,0 40 90:10
2 1,0 45 90:10
3 1,0 35 90:10
4 1,2 40 90:10
5 1,2 45 90:10
6 1,2 35 90:10
7 0,8 40 90:10
8 0,8 45 90:10
9 0,8 35 90:10
10 1,2 45 80:20
11 1,2 40 80:20
12 1,2 35 80:20
13 1,0 35 80:20
14 1,0 40 80:20
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15 1,0 45 80:20
16 0,8 45 80:20
17 0,8 40 80:20
18 0,8 35 80:20
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A partir deste método otimizado foi possivel realizar a analise de teor do sulfato de

HCQ, demonstrando resultado satisfatorio (99,18%) dentro do intervalo preconizado pela

monografia especifica do farmaco na Farmacopeia Americana e condizente a pureza

evidenciada pela curva DSC (USP 36 — NF 31, 2013).

Figura 23. Gréficos de superficie-resposta correlacionando o fator de cauda do pico resposta da HCQ ao fluxo e

epeD) oh MR8l
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5.2 QUALITY BY DESIGN NO DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA-VISIVEL PARA DOSEAMENTO DO FARMACO
ANTIRREUMATICO SULFATO DE HIDROXICLOROQUINA

A seguir, estdo descritos os resultados obtidos e a respectiva discussdo no que tange o
método desenvolvido por espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel

para quantificacao do sulfato de hidroxicloroquina.

5.2.1 Desenvolvimento do método

A varredura espectrofotomética de sulfato de HCQ mostrou 5 méaximos de absorc¢ao
nos seguintes comprimentos de onda: 220, 234, 256, 330 e 342 nm (figura 24). Tais valores
correspondem a presenca de grupos cromoforos presentes na molécula. Esta tltima e maior
delas ¢ atribuida ao grupo quinolinico e, portanto, foi a selecionada como comprimento de
onda para a analise das amostras (USP 36 — NF 31, 2013; ARGUELHO, ANDRADE &
STRADIOTTO, 2002).

Figura 24. Espectro de absorg¢do na regido do ultravioleta do sulfato de hidroxicloroquina.
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5.2.2 Otimiza¢do do método

Toda a concepcao da otimizagdo do método estad descrita a seguir.
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5.2.2.1 Preparo da Amostra

A modificacao do preparo da amostra que consiste em realizar apenas uma diluigdo
para alcangar a concentragdo de leitura, demonstrou-se satisfatoria. O teste t-Student foi
utilizado para evidenciar se houve diferenga entre as médias obtidas. Nesse caso, a hipdtese
nula (Hy) deve ser aceita, uma vez que o t, foi menor que o ty,, com 95% de intervalo de
confianca e 5 graus de liberdade (tabela 15). Isso implica em dizer que as médias obtidas sdo
estatisticamente iguais entre si € que apenas uma dilui¢do pode ser utilizada para o preparo da
amostra.

De fato, houve redugdo no tempo gasto para preparar a amostra (de = 40 min para £ 15
min). Também foi possivel evitar a inser¢do de novos erros aleatorios oriundos de mais de
uma dilui¢do. Isso pode ser corroborado devido a maior precisdo entre as amostras preparadas

a partir de apenas uma diluicao.

Tabela 15. Comparagao entre os resultados obtidos das andlises realizadas com as diferentes formas de

preparagdo de amostra e tratamento estatistico presumindo diferentes varidncias

Amostras — Concentracio

Preparo da Média Desvio
P (ng/mL) teal t(0,95,5)
amostra (ng/mL) Padrao
1 2 3
Diluigao Direta 10,90 10,96 10,94 10,93 0,033
0,0011 2,1318
2 Dilui¢des 10,49 10,53 10,57 10,53 0,043

5.2.2.2 Planejamento fatorial 2° para otimizagio do método

Para os resultados da analise fatorial da influéncia da solu¢do diluente e agitagdo em

banho ultrassdnico foram obtidos os resultados descritos na tabela 16 € 17.
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Tabela 16. Matriz do planejamento fatorial 2* do método analitico de quantificagdo do sulfato de

hidroxicloroquina.
Resultado
Ensaio 1 5 3 Média Variancia

1 0455 0441 0455 0450 6,53.10°
0,427 0417 0421 0422 25.10°
0,452 0462 0472 0462 1,00.10™
0,456 0,443 0442 0447  6,10.10°

EE VS I

Tabela 17. Influéncia dos fatores: solugdo diluente e sonicago e da interacdo entre eles.

Niveis - + - + Influéncia

Solugdo diluente -0,450 0,422 -0,462 0,477  0,0185

Sonicacdo -0,450 0,462 -0,422 0,477 -0,02183
Interagao -0,462 0,450 -0,422 0,447 0,006833
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Os sinais dos resultados da influéncia indicam qual nivel exerce maior influéncia.

Entretanto, para ser significante, o valor apresentado tem que ser maior que o limite de

significancia, calculado através da seguinte equacao:

2
Equagdo 9: Limite de Significancia= /276.2,776

O Gréfico de Pareto (figura 25) evidencia os valores dos efeitos estimados,

possibilitando verificar se os mesmos sdo estatisticamente significativos. Aqui, o efeito € tao

significativo quanto mais a direita da linha tracejada, pois esta corresponde ao limite de

significancia, calculado para o intervalo de confianca de 95%. Segundo o grafico, a utilizagdo

de 4gua destilada como solugdo diluente ¢ o fator que exerce maior influéncia sobre a precisao

do método. Outra informacao importante obtida do grafico ¢ a significativa influéncia da

auséncia da sonicagdo que, como apresentado no grafico, ocorre de forma inversa, uma vez

que corresponde ao nivel negativo do fator. O valor a esquerda do limite de significancia

evidencia que ndo ha influéncia significativa quando a interag@o entre os fatores ¢ avaliada.
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Figura 25. Grafico de Paretto

Limite de Significancia (p=0,05)

Os resultados obtidos evidenciam as vantagens do método. A ndo necessidade de
agitacdo gera economia de energia elétrica e possibilita a rapida preparagdo da amostra.
Assim, o método torna-se mais rapido e satisfatorio. A altera¢do da solucdo diluente de HCl
0,01M para agua destilada satisfaz alguns dos principios da quimica verde propostos por
Anastas & Warner (1989) e Machado (2012), tais como: os principios 1 e 2 (prevengdo de
residuos e mais seguranga inerente quanto a acidentes, respectivamente); o principio 22
(quantificacdo e minimizacdo do uso de "utilidades", como agua e eletricidade) e o principio
24 (monitorizagdo, registro e minimizacdo dos residuos). Com isso, evidenciamos que o

método, além de adequado, se encaixa aos conceitos de sustentabilidade.

5.2.2.3 Validagao do Método

A Figura 26 apresenta os espectros sobrepostos do sulfato de HCQ, da amostra de
sulfato de HCQ contaminada com excipientes constituintes da formulagdo solida e da propria
forma farmacéutica (comprimido — Plaquinol®). As varreduras evidenciaram apenas os picos

caracteristicos de absor¢do méxima do sulfato de HCQ (220, 234, 256, 330 e¢ 342 nm)
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confirmando que o método ¢ especifico a detec¢do e quantificagdo do farmaco, mesmo que

este esteja na presenga de outros compostos, como excipientes e adjuvantes farmacéuticos.

Figura 26. Varreduras espectrofotométricas da HCQ isolada, contaminada com excipientes e da forma

farmacéutica comprimido Plaquinol®.
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Para determinagdo da seletividade do método, foi proposta a submissao de amostras a
condigdes de estresse a fim de demonstrar que os produtos de degradagdo ndo interferem no
método. Como previsto, as condigdes promoveram significativa reducao do teor das amostras
analisadas o que indica que produtos de degradagdo foram formados e estes, por sua vez, nao
influenciam no doseamento do farmaco, j4 que a absorbancia obtida de cada uma das
amostras ¢ praticamente a igual aquela tedrica calculada quando comparada a analise
realizada por CLAE-DAD de acordo com a monografia da Farmacopeia Americana. Dessa
forma, o método se apresentou sensivel o suficiente para evitar que a presenca de estruturas
similares decorrentes da degradacdo nao interfira no doseamento do sulfato de HCQ.

Os resultados dos pontos obtidos das trés curvas auténticas de amostras de sulfato de
HCQ estdao evidenciados na figura 27.a). Através da andlise de regressao linear pelo método
dos minimos quadrados foi possivel determinar o valor do coeficiente de correlagao
17=0,99925. Esse valor indica que 99,9% da variagdo total em torno da média ¢ explicada pela
regressao, demonstrando que ha uma correlagdo linear entre as duas varidveis (absorbancia e
concentracdo), uma vez que os parametros estdo dentro dos limites minimos preconizados
(r>>0,99) (ICH, 1995").
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Tabela 18. Resultados obtidos para as analises do parametro seletividade

Concentracio
Teor
inicial da Absorbancia Absorbancia
Condigoes Teor (%) degradado
amostra %) esperada obtida
o
(ng-mL™)
NaOH 1M 10 21,82 78,18 0,085 0,087
HCl IM 10 34,24 65,76 0,135 0,137
H,0, 10 29,11 70,89 0,114 0,116
Fotolise 10 88,49 11,51 0,353 0,354

O grafico de dispersdao, mostrado na figura 27.b, demonstra que ndo houve falta de
ajustes no método e que, portanto, ha presenca de poucos erros aleatorios, ndo evidenciando
nenhum erro sistematico na analise, podendo ser observado pela distribuicdo heterocedastica
dos pontos. Outra informagao relevante apresentada pelo mesmo grafico ¢ que, pelo menos
um dos pontos toca a reta. Isso quer dizer que um dos valores obtidos nas analises
corresponde fidedignamente aos valores de referéncia (NETO, SCARMINIO & BRUNS,
2007).

Os valores dos LD e LQ foram de 0,38 e 1,27 pg.mL", respectivamente. Tais valores
indicam que o método € bastante sensivel no que tange a detec¢do e quantificagao do farmaco
sem grandes interferéncias do equipamento.

O método mostrou-se preciso nos trés niveis avaliados: repetitividade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade (Tabela 19). No que tange a repetitividade, os resultados
obtidos mostraram-se satisfatorios, apresentando a média de 10,94 + 0,13 pugmL™" com
coeficiente de variancia de 1,15%, sendo esse valor abaixo do limite maximo preconizado
pela ANVISA (5%) (BRASIL, 2003). Quanto a precisdo intermediaria, foi evidenciado
através de tratamento estatistico por ANOVA two-way, que o método demonstrou-se preciso
para as analises efetuadas por analistas diferentes tanto no mesmo dia quanto em dias
diferentes. Isso se deve ao fato de que os valores de F' calculados foram sempre menores que
os F tabelados (criticos). Estes mesmos conceito e tratamento foram utilizados para evidenciar

a precisdo do método sobre o parametro reprodutibilidade.
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Figura 27. a) Grafico de regressio linear do parimetro linearidade, valor de r* e equagdo da reta b) Respectivo

grafico de dispersdo
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Tabela 19. Resultados obtidos para as analises do parametro precisao e tratamento estatistico através de

coeficiente de varidncia e ANOVA one-way e ANOVA two-way.

Repetitividade

1 2 3 4 5 6  Média(ugmL)+DP CV (%)

Amostra 10,81 10,86 10,95 10,86 11,10 11,08 10,94 + 0,13 1,15
Precisao Intermediaria

Dial Dia2 ANOVA two-way: Analista ANOVA two-way: Dia
Analista 1 10,58 10,51 F calculado: 1,29 F calculado: 2,84
Analista2 10,52 10,42 F tabelado: 18,51 F tabelado: 18,51

Reprodutibilidade
1 2 3 4 5 6  Média ANOVA one- way

LT™M 10,33 10,58 10,61 10,51 10,28 10,46 10,46 F calculado: 0,38
NCQMC 10,37 10,38 10,54 10,86 10,72 10,28 10,53 F tabelado: 4,96

A exatiddo do método foi avaliada comparando cada uma das concentragdes tedricas e
reais, através de teste t-Student presumindo varidncias equivalentes. Os resultados do

parametro mencionado estdo dispostos na tabela 20.
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Tabela 20. Resultados obtidos para as analises do pardmetro exatiddo e tratamento estatistico teste ¢-Student

presumindo variancias equivalentes.

Concentracio Resultados

’ Meédia (ug.mL™") + DP Teste +-Student
(ng.mL™) 1 2
t calculado (bi-caudal): 0,90
5 507 4,92 5,05 5,01 £0,08 .
t tabelado (bi-caudal): 4,30
t calculado (bi-caudal): 0,10
10 996 9,94 996 9,95 +£ 0,01 .
t tabelado (bi-caudal): 4,30
t calculado (bi-caudal): 0,61
15 14,98 15,13 15,05 15,05+ 0,07

t tabelado (bi-caudal): 4,30

Quanto a robustez, o método apresentou consideravel resisténcia a pequenas e
deliberadas modificacdes as condicdes efetuadas nos ensaios, uma vez que todos os F
calculados foram menores que os F tabelados ao se utilizar ANOVA One-Way como

tratamento estatistico. Os resultados das analises estdo sumarizados na tabela 21.

Tabela 21. Resultados obtidos para as analises do pardmetro robustez e tratamento estatistico através de ANOVA

One-Way
Parametros Variaveis Tempo (hora) Meédia (ug.mL'l) +DP ANOVA One-Way
Auséncia de Luz - 10,57 £ 0,08 F calculado: 0,13
Luminosidade
Presenca de Luz - 10,58 +£ 0,02 F tabelado: 7,70
- 0 10,51 £ 0,07
F calculado: 1,22
Estabilidade - 2 10,55 + 0,07
F tabelado: 7,70
- 4 10,57 £ 0,06
341 nm - 10,44 £0,06
Comprimento F calculado: 2,12
342 nm - 10,62 £ 0,13
de Onda F tabelado: 7,70
343 nm - 10,52 £ 0,08
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5.2.3 Aplicagdo do método

Os resultados apresentados na Tabela 22 mostram que, com base nos valores obtidos
no teste t-Student, nao ha diferengas significativas entre o método proposto e o método oficial
da Farmacopeia Americana, tanto para matérias-primas quanto para a forma farmacéutica,
com intervalo de confianca de 95% de significancia. Na avaliagdo dos teores de HCQ através
do método proposto no presente trabalho na matéria-prima comercial ¢ comprimidos
industrializados, os valores médios encontrados foram de 99,38 e 102,24%, respectivamente.

Segundo a Farmacopeia Americana, o sulfato de HCQ deve demonstrar um teor entre
98 a 102% para a matéria-prima e entre 93 a 107% para a forma farmacéutica. Desta forma,

observou-se que ambos os materiais encontram-se dentro dos limites preconizados.

Tabela 22. Resultados obtidos para o teor de HCQ na matéria-prima e comprimidos ¢ a tratamento estatistico

teste -Student

Método oficial

Amostra Método proposto teal teap
(USP 36)
Matéria-prima 99,38% 98,45% 0,0355 4,3027
Comprimido 102,24% 104,01% 3,3910 4,3027

53 AVALIACAO DA INFLUENCIA EXERCIDA POR UMA MISTURA DE
EXCIPIENTES SOBRE O SULFATO DE HIDROXICLOROQUINA EM UMA
FORMA FARMACEUTICA SOLIDA COMPRIMIDO ATRAVES DE ESTUDO DA
CINETICA DE DEGRADACAO TERMICA

A avaliagdo da influéncia dos excipientes sobre o sulfato de HCQ foi realizada através
das diferencas observadas no comportamento térmico e no estudo cinético de degradagao,

comparando a matéria-prima com o fairmaco em uma forma farmaceéutica solida.

5.4.1. Estudo da cinética de decomposi¢ao do sulfato de hidroxicloroquina matéria-prima

Para elucidar os parametros cinéticos, o segundo evento foi considerado o mais
importante. Para a tomada dessa decisdo, foram levados em consideracdo dois fatores: a
integridade estrutural da molécula do principio ativo e a magnitude da sua degradagdo. Por se
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tratar de um farmaco, toda e qualquer alteragdo na sua estrutura quimica pode vir a causar
problemas no que tange a farmacocinética e a farmacodinamica da substdncia em questdo
quando essa for administrada. A degradacao pode, por ventura, promover a formagdo de
produtos de degradacdo e esses, por sua vez, serem toxicos. Quanto a magnitude da
degradagdo, considerou-se como significativa uma perda de massa de no minimo 10%, na
tentativa de transpor a informagdo preterida pelo ICH quando se refere ao estudo de
degradacao for¢ada de farmacos. Dessa forma, apds o segundo evento, mais de 1g (> 20%) da
massa inicial ndo se trata mais do farmaco integro, e sim, produtos volateis ou de degradagao
com determinado potencial toxico ou outra substincia ora com nenhuma atividade, ora com
acoes de potenciagdo da resposta farmacologica (ICH, 2003).

A fim de investigar as alteragdes moleculares causadas pelas etapas degradativas, a
amostra foi submetida a condicdo isotermal na temperatura de 300°C (Topset) por durante 2
horas. Terminada a analise, o residuo foi levado a caracterizagdo através de FT-IR e DR-X
para a observagao dos grupos funcionais e do perfil difratométrico, respectivamente

A partir do espectro de infravermelho do residuo analisado (Figura 28.a), foi possivel
evidenciar que, ao final do segundo evento, deixa de ser possivel visualizar as bandas
referentes as deformagdes axiais do grupo hidroxila e da amida pertencente ao anel
heterociclico (3584 — 3650 cm™ e 3310 — 3350 cm’™, respectivamente); bem como a banda
resultante da interacdo da molécula de HCQ com o anion sulfato e com as ligacdes de
hidrogénio intermoleculares, que deveria ser observada na regido entre 2250 — 2750 cm™. Isso
passa a descaracterizar a molécula, ja que esta se trata de uma 4-aminoquinolina. Além disso,
¢ possivel verificar que as bandas referentes as deformacdes axiais simétricas e assimétricas
do sulfato e simétrica do cloro estdo ausentes, indicando que as ligacdes intermoleculares sao
desfeitas e que a molécula perde seu atomo de cloro que estd provavelmente relacionado ao
mecanismo de rea¢do do farmaco. A figura 28.b) ainda mostra o total desaparecimento de
picos que caracterizam a cristalinidade da molécula, evidenciando um perfil amorfo e
confirmando o fato de que no residuo nao ha indicios da integridade do sulfato de HCQ.

Tendo em vista todas as informagdes citadas acima, concluiu-se que o segundo evento
estd intimamente relacionado com a degradacdo do sulfato de HCQ, uma vez que € possivel
observar os fendmenos mais impactantes no que tange a estabilidade da molécula e

manutenc¢ao da sua vida util.
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Figura 28. Comparagao entre o sulfato de hidroxicloroquina e o seu residuo apds ser submetido a condi¢do

isotermal na temperatura de 300°C: a) Espectro de infravermelho e b) Difra¢ao de raios-X.
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A analise de DSC-fotovisual confirmou os resultados obtidos até entdo. A Figura 29.d)
mostra o inicio da fusdo do fairmaco, estando em conformidade com a faixa prevista pelo
presente estudo e com a literatura (USP 36 — NF 31, 2013). Através da técnica foi possivel
consolidar a afirmacdo de que o primeiro evento de degradacdo do sulfato de HCQ sobrepde o
evento relacionado a fusdo do mesmo. A figura 29.k) mostra a mudanga da coloracdo do
material, sendo mais bem visualizada pela figura 29.1). A analise ainda evidenciou o evento de
degradacao conseguinte. Na figura 29.0), o material se apresenta com diferente coloracdo e
aspecto. A coloracdo negra sugere a degradagdo do material, confirmada pela curva TG. Ja a
fluidificacdo sugere que tal degradagdo promove a perda da estrutura reticular do farmaco.
Aqui pode também ser observada a volatilizacdo do material degradado, caracterizada pela
presenga de bolhas (MACEDO & NASCIMENTO, 2001; SILVA et al., 2009b). Vale salientar
que ¢ essa a degradacdo tida como marjoritaria, mais importante pela magnitude de perda de
massa e modificacdo da estrutura do principio ativo. Esta foi, portanto, o evento escolhido
para o calculo dos parametros cinéticos.

A pirdlise também foi realizada a fim de corroborar as informagdes supracitadas. Para
a analise da Pirdlise-GC-MS, a temperatura de 300°C foi escolhida a fim de identificar os
produtos de degradagdo correspondentes ao principal evento de perda de massa da molécula
do sulfato de HCQ. O pirograma obtido (Figura 30) foi utilizado para identificar a

fragmentacao do farmaco decorrente da sua degradagdo térmica.
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Figura 29. DSC-fotovisual do sulfato de hidroxicloroquina matéria-prima.
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A partir do EM dos principais produtos da pirdlise, pode-se sugerir a presenca de picos
caracteristicos da molécula e seus fragmentos. A Tabela 23 sumariza tais resultados,
evidenciando: tempo de retengdo, relagdo M/Z, nomenclatura e formula molecular e

estrutural.
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Tabela 23. Produtos de degradagdo térmica do sulfato de hidroxicloroquina obtidos através de pir6lise-CG/MS.

Tempo
de Relacao Formula
Pico Nomenclatura Formula estrutural
retencao m/z molecular
(min)
¥
A 6,175 99 Anion Sulfato SO -o—?—o-
o}
2-Cloro- RN
B 12 163 o CoHsNCl
Quinolina Z g
6-Cloro-8- ° AN
C 18,4 178 aminoquinolin  CoH7CIN, F
a NH,
4-(5-metil-4,5- ol /"
dihidropirroli- C;4H;3CIN HO
D 20,4 244 ‘
1—11)—7- 2 X
cloroquinolina -
3-Cloro-4-t- ¢
. C14H15C1N A,
E 21,05 246 butil-6- _Z “\(v
fenilpiridazina ? Na | &y
2-(7-
cloroquinolina- “
F 24,9 291 4ibamin)s. N
, -il)amino)-5- F "
amin 3 | W\
etilamino Moy CHs
pentanto

A auséncia do pico do ion molecular da HCQ base livre no EM (Figura 30) confirma
que o evento de perda de massa observado na curva TG entre 288,55-301,16°C, corresponde a
principal etapa degradativa do material, e que essa estd intimamente relacionada com a
integridade do insumo farmacéutico ativo. Logo, pode-se afirmar que, a partir de 301°C, ndo

existe a presenca de sulfato de HCQ intacto (OLIVEIRA et al., 2011; MOURA et al., 2010).
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Além disso, a alta intensidade relativa dos picos corrobora essa informac¢ao, uma vez que esse
fato evidencia que quase a totalidade da amostra encontra-se degradada.

A técnica se demonstrou elucidativa ao evidenciar que o segundo evento de perda de
massa visto na curva TG do farmaco €, de fato, a principal etapa de degradacao térmica do
sulfato de HCQ. Além disso, no que diz respeito a identificacdo dos fragmentos da
decomposi¢do térmica, foi possivel observar que os principais picos de degradacdo sdo
provenientes da quebra da HCQ base livre no grupamento quinolina, junto a pontos instaveis
da molécula sujeitos a quebra, o que fornece relevantes informagdes sobre a estabilidade
térmica do insumo farmaceéutico ativo.

A partir dos pardmetros cinéticos, ¢ possivel sugerir a estabilidade térmica de um
material através de estudos cinéticos realizados sob condi¢des nao-isotérmicas e isotérmicas,
através de diversos modelos matematicos isoconversionais integrais e/ou diferenciados.

Os parametros cinéticos: Energia de ativacao (Ea), fator de frequéncia (4) e a ordem
da reagdo (n); podem fornecer informagdes sobre o mecanismo ¢ a razdo de decomposicao da
reacdo, condi¢cdes de armazenamento e, especialmente, o prazo de validade (SOVIZI, 2010;
TITA, et al., 2010; TITA, et al., 2008).

Para determinar os pardmetros cinéticos sob condi¢des ndo-isotermais utilizou-se o
método de Ozawa originado pela aproximac¢do linear em relagdo ao célculo integral da
equagdo de Arrhenius. Os dados da cinética em condigdes nao-isotérmicas foram
determinados tragando a perda de massa em fun¢do da temperatura de cinco curvas TG em
diferentes razdes de aquecimento (2,5; 5; 10; 20 e 40 °C.min'1), representado graficamente
pelo plot de Friedman (KOGA, 2013; SOVIZI, 2010).

O método nao-isotérmico estabelecido por Ozawa ¢ frequentemente utilizado para
determinar os parametros de Arrhenius em condigdes dindmicas de razdo de aquecimento. A
Ea pode ser determinada a partir de um grafico do logaritmo da razdo de aquecimento em
funcdo do inverso da temperatura, //7, desde que f(o) (fracdo descomposta de um so6lido em
funcdo da temperatura) seja previamente conhecida (ARAUJO, et al., 2005; CIDES, et al.,
2006; FELIX, et al., 2009; SALVIO-NETO & MATOS, 2011; TITA, et al., 2010).

O grafico que representa as curvas TG do sulfato de HCQ isolado em diferentes razdes
de aquecimento e o grafico de Ozawa (/n da razdo de aquecimento em fungdo de 1/T) esta
representado na Figura 31. Este demonstrou a evidente correlacdo entre as 5 razdes de
aquecimento, quando o segundo evento ¢ analisado, uma vez que as retas tém coeficientes

angulares (s/lopes) praticamente constantes e, portanto, formam retas paralelas, o que implica
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em dizer que a Ea ¢ constante durante todo o curso da rea¢do, como mencionado por (TITA et
al., 2010; KOGA, 2013).

Figura 31. Curvas TG do sulfato de hidroxicloroquina obtidas a partir de razdes de aquecimento crescentes (2,5,

5, 10, 20 e 40°C/min) e associacdo com o grafico de Ozawa.
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A partir da plotagem do gréfico G(x) em fun¢do do Tempo Reduzido (min) (Figura 32)
pode-se escolher o melhor mecanismo de reagdo para o célculo cinético do segundo evento.
Essa representacao grafica promove a formag¢do de uma linha reta e, assim, o melhor modelo
reacional pode ser escolhido através de tratamento estatistico de modelo de regressao linear.
Nesse caso, o segundo evento de degradagdo foi caracterizado como reagdo de primeira
ordem (n=1) por apresentar r’=0,998; mais significativo que aqueles obtidos para n=0 e n=2.
Os demais parametros cinéticos foram mensurados a partir da escolha do melhor modelo
reacional. A Ea calculada pelo método de Ozawa apresentou um valor de 144,57 KJ/mol™ e
fator de frequéncia (4) de 4,910 x 10'> min™". O restante dos valores obtidos para os demais

eventos degradativos estdo sumarizadas na tabela 24.
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Figura 32. Plotagem do grafico G(x) vs. Tempo Reduzido (min) para uma reagdo de 1* ordem e os

valores de energia de ativacdo (Ea) e fator de frequéncia (4).
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Tabela 24. Valores dos r* obtidos para a regressio linear de cada ordem de reagdo (0, 1 ¢ 2) para cada

etapa degradativa e seus respectivos valores dos pardmetros cinéticos.

Ordem da

Evento r Ea (KJ .mol'l) A (min'l)
Reacio (n)
1 Evento 0,99671 144,57 3,755x107"
0 2* Evento 0,99692 144,57 5,021x10"
3* Evento 0,99389 144,57 6,965x10™"
1 Evento 0,99701 144,57 3,672x107"
1 2* Evento 0,99718 144,57 4,910x10™"*
3* Evento 0,99395 144,57 6,811x10™"*
1* Evento 0,89236 161,74 2,343x107"
2 2* Evento 0,95319 161,74 6,424x107"
3* Evento 0,99804 161,74 4,103x107"

Definida a ordem de reacdo como de 1* ordem, pdde-se sugerir que a velocidade da
reagdo de degradacdo do segundo evento ¢ determinada pela concentragdo de um de seus
reagentes. Graficamente, os resultados sdo representados pelo logaritmo neperiano da
concentragdo (In C) em funcio do tempo (t). E possivel eliminar a possibilidade de se tratar
de uma reagdo de pseudo-primeira ordem uma vez que a cinética de degradacdo estd sendo
avaliada no firmaco em forma sélida, ndo em solugdo. Reagdes de pseudo-primeira ordem sao
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carateristicas de solugdes aquosas ou tamponadas contendo farmacos, isso porque a
quantidade dos reagentes que exerce a influéncia é tamanha (dgua ou iéns H') que a sua
concentracdo ¢ negligenciavel (FLORENCE & ATTWOOD, 2011; NUDELMAN, 1975)

O método isotérmico utiliza a mesma razao de aquecimento, porém as temperaturas
sdo mantidas constantes na regido de interesse (antes do inicio do processo de decomposicao)
para observar a cinética da reacdo de decomposi¢do isotérmica no estado s6lido do material.
Portanto, o tempo de decomposi¢ao ¢ estimado para um determinado intervalo de perda de
massa, 10% conforme adaptacdes as diretrizes do ICH (ALVES et al., 2010; ICH, 2003).

A figura 33 esquematiza os dados obtidos das isotermas utilizadas para determinar a
energia de ativagdo do sulfato de HCQ sob condig¢des isotermais. Através do método das
tangentes as seguintes temperaturas de isoterma foram selecionadas: 230, 232, 235, 237 e
240°C; todas elas prévias as degradagdes do farmaco (1° evento de degradacdo). Para
assegurar que nao houvesse uma subita degradacdo do farmaco e reduzir o tempo do
experimento — visando reducdo de custos e otimizagdo do tempo —, uma rampa de
aquecimento foi utilizada (Tabela 25). As temperaturas foram mantidas constantes, sob uma
atmosfera controlada de nitrogénio (100 mL.min™"), durante o tempo suficiente para uma
perda de massa de pelo menos 10%. Como esperado, quanto maior foi temperatura, mais

curto foi tempo necessario para a significativa perda de massa.

Tabela 25. Rampa de aquecimento utilizada para obten¢do temperaturas isotermais constantes.

Razio de Aquecimento () (°C.min'1) Temperatura (°C) Tempo (min)
20 180 -
5 Temperatura de Isoterma — 20°C -
2 Temperaturas de Isoterma 120
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Figura 33. Curvas isotérmicas do sulfato de hidroxicloroquina em diferentes temperaturas mantidas constantes

em atmosfera de nitrogénio (100 mL.min™).
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As mesmas curvas isotermas foram utilizadas para realizar os célculos para
determinagdo da ordem de reacdo utilizando o modelo de Arrhenius. Os dados foram plotados
e estdo representados na Tabela 26. A escolha da ordem de reagdo se baseou no modelo
estatistico de regressdo linear, através dos valores de coeficiente de correlagdo, cujo tem
maior significdncia quanto mais proximo de 1 (um) ele for. Viu-se que a cinética de
degradacdo do sulfato de HCQ, quando em condig¢des isotermais, segue ordem de reagdo 1
(r=0,963), semelhante ao apresentado nas condi¢des ndo-isotermais. A corroboragdo dos
resultados fornece uma maior confiabilidade sobre a real aplicagdo dos métodos cinéticos

sobre o material (PEREIRA, 2013).

Tabela 26. Determinagao da ordem de reagdo da cinética de degradacdo do sulfato de hidroxicloroquina sobre

condi¢des isotermais

Coeficiente de de Correlacao
Temperatura (°C)

n=0 n=1 n=2

230 0,991 0,987 0,962
232 0,973 0,982 0,980
235 0,981 0,986 0,987
237 0,900 0,910 0,917
240 0,937 0951 0,962
Média 0,956 0963 0,962
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Portanto, baseando-se na equagdo de Arrhenius obtida por intermédio do respectivo
grafico, pdde-se estimar a estabilidade, em dias, do sulfato de HCQ quando mantido sob
temperatura ambiente (25°C), resultando em um prazo de validade estimado em,
aproximadamente, 622 dias (20 meses). O valor obtido — apesar de menor — mostra certa

correlacdo com o prazo de validade estabelecido pelo estudo de estabilidade convencional.

Figura 34. Grafico de Arrhenius (In t vs. 1.K™") para a decomposigio térmica do sulfato de hidroxicloroquina

matéria-prima.

4,25

4,00

3,75 -

In t (min)

3,25 - R’= 0,99423
Equacio dareta: Int=5196,86 . (1/T) - 18,42

3,00 . ,
0,00415 0,00420

T T T
0,00425 0,00430 0,00435

T (K'Y

5.4.2 Estudo do comportamento térmico do comprimido a base de sulfato de

hidroxicloroquina

A curva TG do comprimido do sulfato de HCQ esta apresentada na figura 35.
Diferente do observado no comportamento térmico da matéria-prima, um novo evento foi
evidenciado, com inicio em 182,68°C e término em 189,24°C, resultando numa discreta perda
de massa de 1,62% da massa inicial (DTGpic,=185,64). Esse comportamento parece ser
caracteristico da lactose e ¢ mais bem visualizado a partir da curva DSC. O segundo evento,

concomitante ao final do evento relativo a fusdo do farmaco — caracteristica semelhante ao
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observado na matéria-prima —, com inicio em 258,17°C término em 269,93°C, resultou em
uma perda de massa de 8,92% da massa inicial (DTGyic,=264,28). Foi evidenciado que tal
evento de degradacao foi antecipado, havendo um aumento significativo da perda de massa
em relagdo a matéria-prima isolada, sugerindo uma possivel interagcdo entre o farmaco e pelo
menos um dos excipientes presentes no comprimido. Os demais eventos demonstraram-se
semelhantes as faixas de temperatura obtidas quando a matéria-prima foi analisada. Em
contrapartida, esses evidenciaram uma relativa protecao do farmaco, uma vez que a perda de
massa em ambos os eventos ¢ menor. Assim, pode-se sugerir que houve uma interagao
farmaco-excipiente positiva. O terceiro evento, na faixa de temperatura compreendida entre
290,09-304,35°C, apresentou uma perda de massa de 15,57% (DTGyice=295,40). O quarto,
bem discreto, ¢ observado entre 359,15-395,92°C, correspondendo a uma perda de massa de
10,49% (DTGpico=373,40).

A curva DSC do comprimido do sulfato de HCQ apresentou o total de 4 picos (Figura
35). Sugere-se que o primeiro evento corresponde a um dos excipientes presentes na forma
farmacéutica, uma vez que esta etapa ndo ¢ visualizada na curva DSC da matéria-prima
isolada. Tal perfil apresentado de perda de massa seguida de um evento de fusdo ¢
caracteristico da lactose (desidratacdo seguida de sua fusdo). Na curva DSC do comprimido,
ele ¢ bem definido e de baixa amplitude, na faixa de temperatura: 207,77-213,57°C (AH=
33,89 I.g"). O segundo pico, relativo a fusdo do farmaco, tem amplitude e intensidade
significativamente menores que o pico apresentado pelo farmaco isolado, mas ele € observado
praticamente na mesma faixa de temperatura, entre 237,33-252,24°C. Em contrapartida, a
fusdo do farmaco na curva DSC do comprimido apresenta variacdo de entalpia bem menor
(AH= 57,93 J.g"") comparada ao farmaco isolado. Fica claro que ha certa influéncia exercida
pela lactose sobre o sulfato de HCQ (MACEDO et al., 2000). O terceiro evento, de baixa
amplitude, observado entre 248,20-274,90 (AH= 11,81 J.g"") mostra claramente que o material
precisa liberar certa quantidade de energia para, s6 assim, haver a degradacdo que antecede a
calcinagdo do material, no evento 4° evento, compreendido entre 300,86-309,97°C (AH=
26,87 I.g™"). Todos os eventos vistos no comprimido foram também visualizados na matéria-
prima, no entanto, todos apresentaram menor Ea, o que pode indicar a existéncia de interacao

farmaco-excipiente.
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Figura 35. Curva DSC, TG e DTG do sulfato de hidroxicloroquina (8=10°C.min™")
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O DSC-fotovisual do comprimido Plaquinol® (F igura 36) sugeriu a existéncia de uma
interagdo farmaco-excipiente entre o sulfato de HCQ e os excipientes utilizados na forma
farmacéutica solida. A perda de massa seguida de fusdo da lactose (207,77-213,57°C),
bastante discreta, ndo pode ser evidenciada. No entanto, os eventos de fusdo seguido da
degradacdo do sulfato de HCQ puderam ser visualizados e se mantiveram bastantes
semelhantes ao observado para o farmaco isolado (fig X.g-k), representados pelos primeiros
sinais de fluidificacdo da amostra seguidos de mudanca da coloragdo branca para amarela. O
evento relativo a principal degradag¢do do farmaco, compreendida entre 248,20-274-90°C (fig
X.1-q), apresentou-se menor que a faixa observada para o fdrmaco isolado, caracterizando um
forte indicio de que, pelo menos um dos excipientes da formulagdo, esta exercendo uma
interacdo negativa sobre o farmaco. Isto pdde ser visualizado pela mudanga da coloragao
amarela para castanho-escuro e, em seguida, negra. Entretanto, através da imagem, pdode-se
perceber a auséncia de bolhas nesta faixa de temperatura. Este comportamento sugere a
redugdo da volatilizacdo de material e consequente reducdo da perda de massa da amostra, o
que pode ser confirmado a partir da curva TG/DTG, visto que o material foi analisado em
propor¢ao estequiométrica a presencga de farmaco na formulagao. O ultimo evento de perda de
massa nao pdde ser visualizado na analise, mas ja € possivel observar a ocorréncia de bolhas a
partir da Figura X.r), proveniente da degradacdo compreendida entre 300,86-309,97°C,
também mostrando-se antecipado em relacdo ao mesmo evento observado no farmaco
isolado. Em suma, os resultados obtidos a partir desta analise sugerem uma possivel interacdo
farmaco-excipiente negativa. Entretanto, a significativa reducdo da perda de massa de todos

os eventos apresentados pela curva TG/DTG sugerem o incremento da estabilidade térmica do
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material, mesmo que estes tenham ocorridos em faixas de temperatura inferiores aquelas
observadas no farmaco isolado. Assim, os resultados experimentais obtidos através do estudo
cinética da degradacdo com consequente estimativa do prazo de validade, pode confirmar a

hipotese aqui mencionada.

Figura 36. DSC-fotovisual do comprimido Plaquinol® a base do sulfato de hidroxicloroquina.
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5.4.3 Estudo da cinética de decomposi¢do do sulfato de hidroxicloroquina comprimido a base

de sulfato de hidroxicloroquina

Assim como na matéria-prima, o grafico que representam as curvas TG do sulfato de
HCQ comprimido em diferentes razdes de aquecimento e o grafico de Ozawa demonstrou
evidente correlacdo entre as 5 razdes de aquecimento, evidenciado pelos valores constantes
dos coeficientes angulares. Nesse caso, o terceiro evento foi analisado, uma vez que esse diz
respeito ao segundo evento evidenciado pelas curvas TG da matéria-prima que, por sua vez,
corresponde a degradacdo do farmaco mais significativa.

Essas informagdes caracterizam método dindmico como uma forma confidvel de
obten¢do do calculo da cinética de degradacdo e, por consequéncia, do prazo de validade
estimado. Isso quer dizer que, apesar da associacdo do farmaco com os demais adjuvantes
farmacéuticos, ndao houve aparecimento significativo de reacgdes paralelas, cruzadas e/ou
complexas; capaz de alterar os valores dos slopes das curvas obtidas (TITA et al., 2011;
KOGA, 2013).

A partir da plotagem do grafico G(x) em fungdo do Tempo Reduzido (min) (Figura 37)

foi possivel definir o terceiro evento de degradacdo (correspondente a degradacdo do
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farmaco) como de reacio de segunda ordem (n=2) por apresentar r’=0,995; mais significativo

que aqueles obtidos para n entre 0 e 5. A diferenga entre as ordens de reagdo (1* ordem para o

farmaco) reside na natureza da amostra, agora, uma mistura de p6s de farmaco e excipientes,

onde a curva TG corresponde ao somatoério dos eventos de cada um dos componentes da

formulagdo. Logo, € notorio que a cinética reacional ndo depende apenas de um analito. Os

demais parametros cinéticos foram mensurados a partir de escolha de n=2, sendo a Ea=

128,69 KJ/mol™ ¢ 4=2.211 x 10" min". Os demais valores obtidos para as demais etapas

degradativas estao sumarizadas na tabela 27.
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Figura 37. Plotagem do grafico G(x) vs. Tempo Reduzido (min) para uma reagdo de 1* ordem ¢ os

valores de energia de ativagdo (Ea) e fator de frequéncia (A4).

Kinetic Energy 128.69kJ{mol 30.74kcalfmol
Order 2.0
Frequency Factor  5.397x101 min-1
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Tabela 27. Valores dos r* obtidos para a regressio linear de cada ordem de reagéo (0, 1,2, 3, 4 ¢ 5) para o

segundo evento de degradacdo e seus respectivos valores dos parametros cinéticos.

Ordem da Reacdo(n) r° Ea(KJmol') A (min™)
0 0,978 128,69 4.064 x 10"
1 0,989 128,69 1.157 x 10"
2 0,995 128,69 2.211x 10"
3 0,987 128.69 4.286 x 10"
4 0,985 128.69 8,320 x 10"
5 0,989 128.69 1.1624 x 10"
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A figura 38 sumariza os dados obtidos das isotermas utilizadas para determinar a
energia de ativacao do sulfato de HCQ no comprimido sob condi¢des isotermais. Através do
método das tangentes as seguintes temperaturas de isoterma foram selecionadas: 246, 248,
250, 252 e 254°C; todas elas prévias as degradagdes do farmaco (3° evento de degradagdo). A
rampa de aquecimento utilizada no estudo cinético de degradagdo da matéria-prima foi
repetida com a mesma metodologia e mesmos fins. As temperaturas foram mantidas
constantes, sob uma atmosfera controlada de nitrogénio (100 mL.min™"), durante o tempo
suficiente para uma perda de massa de pelo menos 10%.

Como esperado, quanto maior foi temperatura, mais curto foi tempo necessario para a
significativa perda de massa. A partir da equagdo de Arrhenius obtida por intermédio do
respectivo grafico (Figura 39), pode-se estimar a estabilidade em dias do HCQ na forma
farmacéutica quando mantido sob temperatura ambiente (25°C), resultando em um prazo de
validade estimado em, aproximadamente, 790 dias (26 meses). Tal resultado mostra que ha
uma significativa protecdo do farmaco, sugerindo que os a forma farmacéutica, mais
precisamente, os adjuvantes farmacéuticos, fornecem maior estabilidade para o insumo
farmacéutico ativo, uma vez que ¢ requerida mais tempo para que a mesma porcentagem de

farmaco decaia.

Figura 38. Curvas isotérmicas do sulfato de hidroxicloroquina na forma farmacéutica comprimido em diferentes

temperaturas mantidas constantes em atmosfera de nitrogénio (100 mL.min-1).
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Figura 39. Grafico de Arrhenius (In t vs. 1.K™") para a decomposi¢do térmica do sulfato de hidroxicloroquina na

forma farmacéutica.
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5.4 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE DO SULFATO DE
HIDROXICLOROQUINA ATRAVES DE TECNICAS TERMOANALITICAS

As alteragdes dos valores obtidos a partir das curvas DSC correspondentes as MB, tais
como alargamento e deslocamento de evento endotérmico de fusdo e entalpia, ndo apontam
necessariamente a ocorréncia de incompatibilidades, mas demonstram interacdes entre os
componentes em funcdo do aquecimento. A curva DSC da MB entre o sulfato de HCQ e o
polimero PVP elucida bem tal situagdo. E possivel perceber um acentuado alargamento e
redugdo do pico de fusdo provocado por uma solubilizagdo parcial do farmaco durante o
aquecimento do polimero, evento descrito anteriormente por Oliveira (2011), Lima (2011) e
Costa (2013) e colaboradores.

Com relacdo as MB, todas elas apresentaram diminui¢do significativa da entalpia
envolvida no processo quando comparado a entalpia de fusdo do sulfato de HCQ isolado.
Entretanto, em apenas duas delas foi observado possivel indicio de interacdo: GAS e LA.
Todas as demais MB apresentaram variacdes na faixa de fusdo do sulfato de HCQ isolado de

menos de 2°C (Tabela 28). J&4 0 GAS e a LA apresentaram os valores de 245,47°C e 220,03°C,
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respectivamente; caracterizando possiveis indicios de interagdo farmaco:excipiente. Estes,

portanto, foram objetos de andlises complementares.

Tabela 28. Temperatura inicial (Tons), temperatura do pico (Tic,) € temperatura final (Tepasec) do evento de

fusdo, variagdo da entalpia (AH), Temperatura de degradacdo (Tqe,) € perda de Massa do sulfato de HCQ e das

MB.
Tonset Tendset Thpico 1 Tag  Perdade
AH (J.g™)
°C) °C) (°C) (°C)  Massa (%)
Sulfato de HCQ 242,23 25490 94483 18585 30112 30,9
MB
Talco 24191 24975 246,03 3821 30154 16,52
PVP K30 - - - - 297,92 16,70
Polyox™ 233,80 24783 24302 4470 30083 1592
PEG* 6000 236,99 24855 24388 9973 301,34 10,13
Methocel 239,72 25005 24569 6294 29532 12,23
Lactose* 21048 235,53 23443 2667 210,65 1582
Glicolato.de amido 225,63 24481 540.09 39,44 99997 3714
sodico* ’ ’ ’

Estearato de Magnésio 237,56 248,54 244 02 9,13 30437 18,10
Croscarmelose Sodica 241,08 250,73 24603 68,22 29710 30,18

Celulose 24035 24927 24475 5399 30421 32,87
Microcristalina
Starch® 241,73 25091 246,39 60,63 317,52 25,39

A MB sulfato de HCQ:GAS apresentou comportamento térmico diferente do
observado para o farmaco isolado. A curva TG apontou a presenga de apenas 2 eventos
térmicos. O primeiro — semelhante ao da curva TG do farmaco isolado, embora mais longo —
teve inicio em 262,21°C e término em 287,04°C, com perda de massa de 5,33%
(DTGpice=264,82°C). Em contrapartida, o segundo evento demonstrou-se bastante diferente ao
sobrepor os dois eventos conseguintes existentes quando o fairmaco isolado foi analisado. Na
MB, o segundo evento, compreendido entre 281,67°C e 304,13°C apresentou uma unica €
clara etapa de perda de massa de 35,84% da massa inicial (DTGyice=292,71). Além disso, a
amostra apresentou significativa perda de massa (aproximadamente 5,4%), provavelmente

relacionada a dgua adsorvida e estrutural, na faixa de 35-105°C; fendmeno que ndo foi
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observado na curva TG do sulfato de HCQ isolado, sugerindo que houve aumento da
higroscopicidade do material e consequente aumento da adsorcao de agua.

Quanto a curva DSC, ha um evento endotérmico entre 121,93 e 176,82°C, relativo a
uma desidratacdo da MB. O evento relacionado a fusao do sulfato de HCQ, por exemplo, foi
bastante antecipado, formando um pico mais largo e de menor intensidade, observado entre
233,10-254,10°C. O segundo pico corresponde a degradacdo do farmaco conseguinte a sua
fusdo, compreendido na faixa de 258,57-274,55°C. O terceiro pico, diferente de todos os
outros analisados, seja do farmaco ou da MB, apresentou natureza exotérmica. O pico ¢ de
baixa amplitude e pouco intenso, compreendido entre 292,84-306,35°C. Sugere-se que essa
inversdo da natureza esteja relacionada a degradacdo da intera¢do farmaco:excipiente, o que
aumenta a suspeita de incompatibilidade entre os componentes. Vale salientar que Rodrigues
e colaboradores (2008) ja evidenciaram essa possivel interacdo entre 0 GAS e um anélogo da
hidroxicloroquina, a primaquina, o que fornece maiores subsidios para confirmar a possivel
incompatibilidade entre os materiais.

A MB do sulfato de HCQ:LA também apresentou comportamento térmico diferente
do perfil evidenciado pelo farmaco isolado. Foi observada a antecipacdo do inicio da
degradagdo do sulfato de HCQ, sugerindo possivel reducao da estabilidade do farmaco. No
DTG, o evento de degradacdo da amostra evidencia um alargamento bastante pronunciado
que pode ser explicado pela sobreposi¢do de trés eventos presentes nas curvas de TG/DTG
das substancias isoladas: degradacdo do sulfato de HCQ e a transi¢do cristalina da lactose
seguida de sua fusdo. O primeiro evento encontra-se na faixa de 146,80-153,76°C
(DTGyico=148,98°C), apresentando perda de massa de, aproximadamente, 1,6%, sugerindo
perda de 4gua de cristalizagdo. O segundo evento, na faixa de 220,08-231,33°C
(DTGpico=225,43°C), apresentou perda de massa de 16,18%, referente a degradagdo do
farmaco. O terceiro, por sua vez, entre 285,25-310,85°C (DTGp;c,=295,02°C), demonstrou
perda de massa de 16,59%; sendo a etapa que representa a etapa degradativa da lactose
fundida. Estes resultados também foram observados em outros tipos de farmacos que
possuem grupo aminas e amida, como a primaquina, analogo do HCQ (NAVARRO, 2001;
ALVES, 2007; COSTA et al., 2013).

Com relagao a curva DSA da MB contendo LA, foi observado o aparecimento de um
pico estreito e intenso de natureza endotérmica seguido de um pico de pouca intensidade e de
natureza exotérmica, entre 146,79-161,29°C, referente a perda de agua de cristalizagdo,
fendmeno caracteristico do perfil térmico do excipiente (COSTA et al., 2013). O segundo

pico, entre 210,48-235,53°C, bastante intenso e largo, corresponde ao evento de fusdo do
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farmaco. Os outros dois eventos, ambos de natureza endotérmica, correspondem a degradagao
do farmaco. Entretanto, ao antecipar a fusdo deste, o pico relativo a fusdo e conseguinte
degradacao do sulfato de HCQ deixou de ser sobreposto. O fato de a MB sulfato de HCQ:LA
ter apresentado, na curva DSC, perfil térmico completamente diferente pode indicar que ha
realmente incompatibilidade fairmaco:excipiente. Os ultimos dois eventos de perda de massa
estdo situados nas faixas de 253,98-284.12°C e 287,77-309,10°C.

Com excec¢ao da lactose, todos os demais excipientes prolongaram o principal evento
de decomposi¢ao térmica do sulfato de HCQ, podendo ser considerados possiveis
componentes de formula¢des farmacéuticas termicamente estaveis.

A partir da determinag@o dos pardmetros cinéticos pode-se confirmar a hipotese de que
houve interacdo entre as MB: firmaco-GAS e firmaco-LA. A Ea ¢ um dos parametros de
maior interesse para avaliar a estabilidade de compostos farmacéuticos. Segundo Macedo e
colaboradores (2000), é possivel tragar um perfil comparativo de estabilidade térmica entre o
insumo farmacéutico ativo e seus derivados apenas levando em consideragdo o valor da Ea.
Os resultados evidenciaram a reducao do valor da Ea, mostrando menor estabilidade térmica
do sulfato de HCQ quando este estéd associado ao GAS sddico e a LA.

O prazo de validade das MB na forma solida foi estimado a partir de modelo
1sotermal. A metodologia de escolha das temperaturas da isoterma e a utilizagdo da rampa de
aquecimento foram as mesmas utilizadas para o farmaco isolado, variando apenas as
temperaturas da isoterma propriamente ditas. Assim, as temperaturas de isoterma da MB
sulfato de HCQ-GAS foram: 252, 254, 256, 258 e 260°C (uma vez que a temperatura de
degradacao foi observada em 264°C). Ja& para a MB sulfato de HCQ-LA, as temperaturas
foram: 195, 197, 199, 201 e 203°C (temperatura de degradagao 210°C).

Os resultados demonstraram a consideravel reducdo do tempo necessario para que a
amostra perdesse 10% de sua massa inicial em temperatura ambiente, em relagdo ao prazo de
validade estimado para o farmaco isolado. Apesar da pequena variagdo vista para a Ea
apresentada pela MB HCQ-GAS, sugere-se que a grande porcentagem de perda de massa seja

o fator responsavel pelo grande decréscimo do prazo de validade (PEREIRA et al., 2013).
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Tabela 29. Resultados obtidos para os calculos dos parametros cinéticos do sulfato de hidroxicloroquina isolado

e das misturas bindrias entre o farmaco e o glicolato de amido sodico a lactose.

Energia de Fator de
Ordem de Prazo de Validade
Amostra Ativacao (Ea) Frequéncia (A)
Reacio (n) ’ . Estimado (dias)
(KJ.mol ™) (min™)
HCQ 1 144,57 4,910x10" 622
MB HCQ- 0
1 98,69 1,072x10 446
GAS
MB HCQ- ;3
1 139,31 6.452x10 414
LA

O espectro de IV da MB sulfato de HCQ-LA (Figura 40) mostrou alguns dos mesmos
estiramentos observados no espectro do farmaco isolado. Entretanto, o pico de deformagao
axial C-ClI alifatica esta ausente no MB o que confirma a incompatibilidade entre o farmaco e
o excipiente, j4 que o cloro é um 4tomo muito importante para a molécula. E possivel
observar a reduc¢do da intensidade dos picos referentes as deformagdes axiais dos anéis
(bandas do esqueleto) C=C e C=N. Isso pode indicar que hd uma alteracdo da estrutura da
molécula da hidroxicloroquina. O espectro ainda apresenta as deformagdes dos grupos
funcionais presentes na lactose, destacando o estiramento axial da ligacdo O-H em 3300 cm-1,
se apresentando bastante larga e caracteristica (SANTOS et al., 2009).

Em relacdo ao espectro de IV da MB sulfato de HCQ-GAS (Figura 40), foi possivel
observar a ocorréncia dos mesmos estiramentos caracteristicos do farmaco isolado.
Entretanto, pdde-se confirmar uma forte interagdo entre os grupos funcionais das moléculas
presentes na mistura. Isso provoca a modificacdo na densidade eletronica, alterando as forgas
de ligagdo entre os atomos e provocando uma significativa reducdo nas frequéncias de
absor¢ao no infravermelho (TIBOLA, 2009).

Vale salientar que em todos os espectros observou-se apenas a sobreposicdo das
bandas caracteristicas do sulfato de HCQ isolado, sendo algumas delas sobrepostas por
bandas referentes aos excipientes. Entretanto, a simples sobreposicdo ndo pode ser
considerada uma incompatibilidade, portanto a técnica de IV-TF ndo foi seletiva para

evidenciar possiveis incompatibilidades entre o fArmaco e os excipientes avaliados.
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Figura 40. Espectros de infravermelho do sulfato de hidroxicloroquina e excipientes isolados e das misturas

binarias do farmaco com a lactose e o glicolato de amido sédico.
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Os difratogramas obtidos confirmaram a existéncia de interagdo farmaco-excipiente
para o GSA e a LA (Figura 41). O perfil difratométrico da MB sulfato de HCQ-GSA se
mostrou bastante diferente do apresentado pelos componentes isolados, nao sendo possivel
evidenciar nenhum dos picos caracteristicos. No caso da MB sulfato de HCQ-LA, os picos
apresentados pela MB foram semelhantes a LA isolada e nenhum dos picos caracteristicos do
farmaco foi evidenciado, logo, pode-se confirmar a existéncia da interagdo quando uma
mistura fisica entre os materiais ¢ obtida. Entretanto, em ambos os casos, foi observado que o
comportamento cristalino do sulfato de HCQ ¢ mantido, uma vez que as MB apresentaram
grande intensidade de picos. A partir de todos os resultados obtidos, complementares as
analises termoanaliticas, pode-se concluir que hd incompatibilidade fArmaco-excipiente entre
o sulfato de HCQ e o GSA e a LA. Logo, durante o desenvolvimento de formas
farmacéuticas, devem ser utilizados outros adjuvantes capazes de promover as mesmas
funcdes exercidas pela GSA e a LA. O GSA, conhecido por Explosol®, ¢ bastante utilizado
como agente desintegrante, podendo ser facilmente substituido pela croscarmelose sodica. Ja
a LA, muito utilizada como diluente, pode ser substituida pelo amido de milho. Vale salientar
que a compatibilidade do sulfato de HCQ com a croscarmelose sddica com o amido foi

confirmada pelo presente estudo (ROWE, SHESKEY & QUINN, 2009).
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Figura 41. Difratogramas do sulfato de hidroxicloroquina e excipientes isolados e das misturas binarias do

farmaco com a lactose e o glicolato de amido sédico.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

v’ Através da aplica¢do do ObD e da elaboragdo da arvore decisoria, foi possivel elaborar
a carta de identidade do sulfato de HCQ, um robusto dossié sobre a natureza fisico-
quimica do farmaco. As informagdes obtidas no presente estudo sdo capazes de
fornecer subsidios para o delineamento racional de formas farmaceéuticas, abrangendo
todo o setor produtivo, desde a identificagdo e armazenamento da matéria-prima ao
controle de qualidade a forma farmacéutica;

v" O trabalho apresentou resultados relevantes e complementares & monografia especifica
de compéndios oficiais do sulfato de HCQ, principalmente no que diz respeito a
otimizagdo do método analitico de doseamento por CLAE. Uma maior atengao deve
ser dada a estes resultados quando se menciona a auséncia de monografia especifica
do sulfato de HCQ na Farmacopeia Brasileira. Com isso, pode-se possibilitar a
padronizagdo das condicdes de estabilidade do farmaco em questdo, seja a propria
matéria-prima ou o medicamento que o contém,;

v" O método analitico por espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis possui as
vantagens de: utilizar apenas agua como solugdo diluente e de preparar a amostra
através de diluicao direta, deixando-o mais rapido, economicamente mais viavel e
sustentavel, diante dos conceitos da quimica verde. Uma vez otimizado, o método foi
validado de acordo com o preconizado pela RE n°® 899/03 da ANVISA e pelo ICH e
demonstrou-se: linear, eficaz e seletivo, preciso e exato e robusto para os parametros
avaliados. Além disso, a metodologia se mostrou adequada para substituir aquela
oficial recomendada pela USP 36, pois ndo houve diferencas significativas entre os
resultados obtidos por ambas as técnicas;

v Com base nos resultados obtidos, sera realizada a obtengéo tecnoldgica de uma forma
farmacéutica solida a base de sulfato de hidroxicloroquina para o tratamento
alternativo da artrite reumatoide, seguido dos controles de qualidade pertinentes;

v' Apods a obtengdo tecnologica da forma farmacéutica, sera desenvolvido método
indicativo de estabilidade e estudo de estabilidade acelerada e de longa durag¢do do
sulfato de hidroxicloroquina matéria-prima — conforme a normativa da RDC 45/2012
— e da forma farmacéutica obtida — conforme a normativa RE 01/2005;

v Depois de estabelecidos todos os métodos e protocolo de estabilidade da forma
farmacéutica, serdo realizados a elaboragdo e depdsito da patente da nova forma

farmacéutica;
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v' Os resultados do estudo de compatibilidade de certas misturas bindarias foram
analisados usando DSC, TG/DTG, IV e DR-X. Os resultados mostraram a utilidade da
analise térmica como um método rapido e conveniente para a realizagdo de uma
triagem de candidatos a excipientes durante os estudos de pré-formulagdo, pois
permitiu a demonstragdo de interagdes ou incompatibilidade farmaco-excipiente.
Nestes estudos, a incompatibilidade do sulfato de HCQ com o glicolato de amido
sodico e a lactose foi observada e confirmada por estudos cinéticos (isotérmicos e nao
isotérmicos). Estes estudos indicaram uma significativa redu¢ao na energia de ativagao
da temperatura de decomposi¢do do farmaco quando na mistura binéria, o que implica
na reducdo da sua estabilidade térmica. As técnicas complementares ainda
evidenciaram as mudancas dos comportamentos e perfis térmicos, espectrais e
difratométricos, o que corrobora ainda mais a incompatibilidade entre os excipientes e
o sulfato de HCQ;

v O trabalho ainda forneceu informagdes relevantes sobre o comportamento térmico do
sulfato de HCQ através de diversas técnicas termoanaliticas. Em relagao ao seu estudo
cinético, a comparagao entre os métodos isotermais e nao-isotermais demonstrou a boa
semelhanca entre os valores de energia de ativagdo obtidos em cada um dos métodos,
evidenciado a alta estabilidade térmica do farmaco e a aplicabilidade dos métodos
cinéticos. A cinética de decomposi¢ao térmica ocorreu a uma velocidade constante e
indicou uma reacdo de primeira ordem — corroborada por diferentes modelos e
confirmada para ambos os modelos cinéticos —, o que significa que a decomposi¢do
térmica do insumo farmacéutico ativo nao ¢ influenciada por processos simultaneos.

v' Ainda foi possivel avaliar a influéncia positiva que os excipientes do Plaquinol®
exercem sobre o sulfato de hidroxicloroquina, caracterizada pelo aumento do prazo de
validade estimado (de 622 para 790 dias) e pelas alteracdes benéficas sobre os
comportamentos térmicos, ora retardando a temperatura de degradacao, ora reduzindo
a porcentagem de perda de massa;

v" Prosseguindo com o estudo da avaliagdo da influéncia exercida por uma mistura de
excipientes sobre o sulfato de hidroxicloroquina em uma forma farmacéutica sélida
comprimido, sera feita a aquisi¢do dos excipientes utilizados no Plaquinol®, seguido

de estudo de compatibilidade do fArmaco com tais excipientes.
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CERTIFICADO DE ANALISE DO CONTROLE DA QUALIDADE

FAGRON Autorizacdo de Funcionamento M.5.: 1.01284-7
Autorizacdo Especial de Funcionamento M.S.: 1.20182-2 __Pagina 14125
o . Impressédo 27/04/12 17:31
NF. 252.558 de 27/04/2012
- Insumo: HIDROXICLOROQUINA SULFATO USP
Lote : 0007HS4RIICX #7 Origem : India Fabric : 19/09/2011
Lote Fab: 0007HS4RIICX Procedencia : India Validade : 01/08/2016
Formula : C18 H26 CLN3 O,H2 SO4 PM : 434.0
DCB  :04691 DCI : 0796 CAS : 747-36-4 Frac: 606540 14/04/2012
Categoria Terapeutica LUPUS ERITEMATOSO SUPRESSIVO / ANTIMALARICO
Ensaio Especificagdo Resultado
* DESCRIGAO PO CRISTALINO BRANCO OU PRATICAMENTE BRANCO, INODORO, TEM DE ACORDO
GOSTO AMARGO.
* SOLUBILIDADE - FACILMENTE SOLUVEL NA AGUA. DE ACORDO
- PRATICAMENTE INSOLUVEL EM CLOROFORMIO, ALCOOL E ETER.
* IDENTIFICAGAO A) POR ESPECTROFOTOMETRIA NO UV-VISIVEL. DE ACORDO
B) POR ESPECTROFOTOMETRIA NO INFRAVERMELHO.
C) REACAO DOS SULFATOS.
* PERDA P/SECAGEM  |[MAXIMO: 2,0% (1,0 g A 105°C POR 2 HORAS). 1,32%
* DOSEAMENTO UV-VISIVEL: 98,0% - 102,0% BASE SECA. 100,84%
* PONTO DE FUSAO CERCA DE 240°C. (USP) 243,5°C
ENTRE: 238°C - 242°C.(LF)
oH CERCA DE 4,5. (SOLUCAOQ 1%) (USP) 4,93
- ENTRE: 3,5 - 5,5.(SOLUCAO 1%) (LF)
* DENSIDADE APARENTE 0,5866 g/mL
* SOL. RESIDUAIS - CLORETO DE METILENO: MAXIMO 600 ppm. 0,0 ppm
k - METANOL: MAXIMO 3000 ppm. 0,0 ppm
> ~ACOOL ISOPROPILICO: MAXIMO 5000 ppm. 0,0 ppm
ENSAIOS ADICIONAIS REALIZADOS PELO FABRICANTE
TOTAL IMPUREZAS: NMT 2,0%, < 2,0%

MONOGRAFIA : USP 34 PAGS. 1018 E 3083..
: LAUDO ORIGINAL DO FABRICANTE CUMPRE COM USP.
NOMERNCLATURA : HIDROXICLOROQUINA SULFATO.
\' SULFATO DE 2{-N[4-E-CLORO-4-QUINOLINOAMINO)PENTIL]-N-ETILAMINO}ETANOL.

Ficha de Seguranga

SEGURANCA - ARMAZENAR EM RECIPIENTES BEM FECHADOS, AO ABRIGO DO CALOR, DA LUZ E DA UMIDADE.

Parecer Tecnico - DENTRO DOS ITENS PESQUISADOS, O LOTE CUMPRE COM AS ESPECIFICACOES

0BS:(*)Os ensaios assinalados foram realizados no Laboratorio de Controle de Qualidade FAGRON e os demais est3o em conformidade com o Certif de Analise do Fabricant

-~
7
Dra. Kel_ C.r ina de Lima Oliveira Dra. Claudia Aparecida Zivieri da Silva
Farmacéutica Responsavel Técnica Farmacéutica Responsavel Técnica Substituta
CRF-SP: 52.472 CRF-SP: 33.448
As assinaturas sao validas somente quando acompanhadas de nota fiscal
- Fagron do Brasil Farmacéutica Ltda.

p Rua: Jurupari, 775 / 779 / 803 - Cep 04348-070 - Jd. Oriental - Sao Paulo - SP
Tel.:11 5033-3700 - Fax: 11 5033-3711 - fagron@fagron.com.br - www.fagron.com.br / www.compoundingmatters.com
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/ \ e B
/ \‘ v
1, \0 pharmanostra
“.\ \ Sintonia com o futuro
N \
Sy B
" CERTIFICADO DE ANALISE
INSUMO: SULFATO DE HIDROXICLOROQUINA Péag 1
ORIGEM/PROCEDENCIA: CHINA/CHINA DATA DE ANALISE: _ [14/12/2011
LOTE PHARMA NOSTRA: 11124539C LOTE FABRICANTE: |SQK-111005
DATA DE FABRICAGAO: Outubro/2011 DATA DE VALIDADE: |[Outubro/2013
DCB: 04691 CAS: 747-36-4
CONDIGOES DE ARMAZENAGEM: | TEMPERATURA ABAIXO DE 25°C
OBS 1: [FM: C,H,,CIN,0.H,SO.
OBS 2; |pm: 434,0
DATA DE EMISSAO: [22/12/2011 |[NF:  [2-064.828ORDEM FRACIONAMENTO: [5662-11
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS REFERENCIAS
Descrigéo” Pé cristalino branco ou quase branco P¢ cristalino quase branco | BP - 2009
Identificagao* IV - O aspectro da amostra esta de acordo | Positivo BP - 2009
com o do padrdo
Positivo para Sulfato Positivo
Solubilidade* Facilmente solGvel em agua; Praticamente | Conforme BP - 2009
insolivel em etanol (96%) e em éter
& Perda por Dessecagéo* <2,0% ( 2 horas/105°C ) 0,18% BP - 2009
Acidez (pH) * 3,5 - 5,5 (Solugao 1% em agua) 3,97 BP - 2009
* Cinzas Sulfatadas* <0,2% 0,02% BP - 2009
Claridade da Solugdo N&o mais que levemente turva Conforme BP - 2009
Cor da Solugao N&o mais que levemente amarelo Conforme 5 BP - 2009
Substancias Relacionadas CCD Conforme BP - 2009
Cloreto < 350 ppm < 350 ppm BR.- 2009
Chumbo < 20 ppm < 20 ppm BP - 2009
Teor ( Base anidra ) * 98,0 - 100,5% 98,73% BP - 2009
TESTE ADICIONAIS
Densidade Aparente* Informativo ( Sem compactagZo ) 0,80 g/mL Met.Geral FB V

“Resuitados obtidos em analise realizeda no Laboratério de Contorle de Qualidade Pharma Nostra (UNIDADE ANAPOLIS) . E os demais foram
transcritos conforme certificado de anélise do fabricante.

- Feq = 1,00 (Manual de Equivaléncia da Anfarmag - 3° Edigao) .

LEGENDA DAS REFERENCIAS: FB (I*armacopeia Brasileira) / USP (United States Pharmacopoeia) / EP (European Pharmacopoeia) / BP (British
Pharmacopoeia) / JP (Japanese Pharmacopoeia) / MG (Método Geral farmacopeico) / Fabricante (especificagéo e metedologia conforme o fabricante do
insumo) / Informativo (resultade fornec do como informativo pelo LCQ Pharma Nostra)

m? 6577

ant . SKg

— A
B CONCLUSAO: (X) Aprovado ( ) Reprovado
Fesponsivel p;ﬁ Lab. lﬁ%ﬁr\ﬁle de Qualidade Responsawel Técnico
Danielle Rocha Earbosa - CRF-GO M° 7003 Amin Gabriel Gebrim\- CRF-GO N® 1828
Magistral 0800 707 07 06 Indastria 0800 727 48 80
Matriz - R) Filial - 5P Filial - GO
E -
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