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RESUMO

Associacdo em Dose Fixa (ADF) é uma combinacdo de dois ou mais principios ativos em
uma razéo fixa de doses em uma mesma forma farmacéutica. Comodidade para o paciente e
consequente incremento na adesdo ao tratamento sdo razdes aventadas para estimular
desenvolvimento de ADF, sendo estas particularmente importantes no tratamento de doengas
crénicas. Assim, por associar atividade antiinflamatdria, imunomoduladora e antiartritica,
Baccharis trimera (Less.) DC. é uma planta promissora para compor uma ADF com o sulfato
de hidroxicloroquina (HCQ), como alternativa inovadora para o tratamento da artrite
reumatoide. O sulfato de HCQ integra a relagdo de farmacos recomendados no consenso
brasileiro de doencas reumaticas, podendo inclusive ser utilizado durante o periodo de
amamentacao. Sendo assim, o objetivo desse estudo é a obtencdo de uma forma farmacéutica
ADF (cépsulas), utilizando como agentes terapéuticos o extrato seco liofolizado de B. trimera
e o farmaco sulfato de HCQ. O extrato foi obtido por infusdo e seco por processo de
liofilizacdo, apresentando rendimento de 9% (p/p). A técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foi utilizada no ensaio de doseamento da droga vegetal e do extrato seco.
As amostras apresentaram valores de 9 e 0,2 mg.g* de 4cidos cafeicos, respectivamente. A
técnica de termogravimetria (TG) revelou a eficiéncia do processo de liofilizagdo, uma vez
que ndo foi observado na curva TG do extrato seco o evento de perda de agua na faixa de 27-
100°C, presente no perfil da droga vegetal. Em relacdo as propriedades de fluxo e tamanho de
particula, o extrato liofilizado apresentou-se como um pé fino, de elevada area superficial e
presenca de mesoporos, com baixa capacidade de fluxo, demonstrando a necessidade da
adicdo de excipientes que possibilitem a utilizacdo do insumo para a obtencdo da forma
farmacéutica. Na sequéncia, o sulfato de HCQ foi caracterizado por diversas técnicas, com
destaque para a polarimetria, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Difracdo de
raios-X (DRX), comprovando a propor¢do equimolar dos isdbmeros da HCQ na mistura
racémica e a existéncia de cristais de tamanhos irregulares com formatos predominantemente
hexagonais. A partir de um estudo de planejamento fatorial, otimizou-se o método analitico
para doseamento do sulfato de HCQ por CLAE, com base na metodologia descrita na
Farmacopeia Americana. O novo método provou ser mais rapido e mais eficiente em relacdo
ao método de referéncia, por promover reducdo no tempo de retencdo e reducdo no fluxo da
fase movel. Além disso, o método permitiu a quantificacdo do sulfato de HCQ a partir de um
pico de alta resolucéo, apresentando valor de 1,087 para o fator de cauda, assegurando uma
quantificacdo precisa da matéria-prima enquanto mistura racémica. Através da obtencdo de
cinéticas de degradacdo dindmica e isotérmica, o sulfato de HCQ revelou um prazo de
validade estimado de 622 dias. A compatibilidade do farmaco-excipiente foi avaliada através
de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), seguida de analises complementares,
evidenciando incompatibilidade do farmaco com o glicolato de amido sédico e com a lactose.
Diante de todos os dados obtidos durante os estudos de pré-formulacdo, foi possivel
desenvolver uma forma farmacéutica ADF que apresentou boas propriedades de fluxo e baixo
teor de umidade, situacdo ideal para manter a estabilidade de formula¢Ges que contéem extrato
de origem vegetal. Esse produto inovador pode surgir como um alivio ao desconforto do
paciente que muitas vezes utiliza diferentes classes de medicamentos para o controle de
doencas crénicas, como a artrite reumatoide.

Palavras-chave: Baccharis. Hidroxicloroquina. Liofilizag&o.
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ABSTRACT

Fixed-dose combination (FDC) is an association of two or more active ingredients in a fixed
ratio of doses in the same pharmaceutical form. Convenience for the patient and consequent
increase in treatment adherence are reasons to stimulate development of FDC, which are
particularly important in the treatment of chronic diseases. Thus, by associating anti-
inflammatory, immunomodulatory and anti-arthritic activity, Baccharis trimera (Less.) DC is
a promising plant to compose a FDC with hydroxychloroquine (HCQ ) sulfate, as an
innovative alternative for the treatment of rheumatoid arthritis. The HCQ sulfate integrates the
list of drugs recommended in the Brazilian consensus of rheumatic diseases, and it can even
be used during breastfeeding. Therefore, the aim of this study is to obtain a pharmaceutical
form (capsules) of a FDC, using as therapeutic agents the dry extract of B. trimera and the
drug HCQ sulfate. The extract was obtained by infusion and dried by lyophilization process,
with yield of 9% (w / w). The high-performance liquid chromatography (HPLC) was used in
the assay of the herbal drug and its dry extract. The samples exhibited values of 9 and 0.2
mg.g* of cafeic acids, respectively. The thermogravimetry (TG) showed the efficiency of the
lyophilization process, since it was not observed in the TG curve of the dry extract a water
loss event from 27 to 100°C that is present in the herbal drug profile. Whereas flow properties
and particle size, the lyophilized extract was characterized as a fine powder with a high
surface area and the presence of mesopores, with low flowability, demonstrating the need for
the addition of excipients that enable its use as an active pharmaceutical ingredient to
obtaining the pharmaceutical form. Further, the HCQ sulfate was characterized by several
techniques, especially polarimetry, Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-ray
Diffraction (XRD), proving the equimolar ratio of the isomers of HCQ in the racemic mixture
and the existence of irregular crystal sizes predominantly in hexagonal shapes. The analytical
method for determination of HCQ sulfate by HPLC was also optimized using factorial design.
The new method has proved to be faster and more efficient compared to the reference method
described at United States Pharmacopeia, by promoting a reduction in the retention time and
reducing the flow of mobile phase. Furthermore, the method allows the quantification of HCQ
sulfate from a peak of high resolution, presenting value of 1.087 for the tailing factor,
assuring a precise quantification of the raw material as the racemic mixture. By obtaining
dynamic and isothermal kinetics of degradation, HCQ sulfate revealed an estimated shelf life
of 622 days. The drug-excipient compatibility was evaluated by differential scanning
calorimetry (DSC), followed by complementary tests, highlighting drug incompatibility with
sodium starch glycolate and lactose. Considering all the data obtained during the pre-
formulation studies, it was possible to develop a FDC pharmaceutical dosage form which
showed good flow properties and low moisture content, ideal situation to maintain the
stability of formulations containing herbal extract. This innovative product may come as a
relief to the discomfort of the patient who often uses different classes of drugs for the control
of chronic diseases such as rheumatoid arthritis.

Keywords: Baccharis. Hydroxychloroquine. Freeze Drying.
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1. INTRODUCAO

Associacdo em Dose Fixa (ADF) é uma combinacgdo de dois ou mais principios ativos
em uma razdo fixa de doses em uma mesma forma farmacéutica (BRASIL, 2010).
Comodidade para o paciente e consequente incremento na adesdo ao tratamento sao as razdes
aventadas para estimular desenvolvimento e uso de ADF, sendo particularmente importantes
em tratamentos de longo prazo, como hipertensdo e a artrite reumatoide (BORTOLOTTO,
2003).

A artrite reumatoide acomete grandes e pequenas articulagdes em associacdo com
manifestagcOes sistémicas como: rigidez matinal, fadiga e perda de peso (AMERICAN
COLLEGE OF RHEUMATOLOGY, 2002; CORBACHO, DAPUETO, 2010). Os custos
relacionados a essa doenca sdo elevados, 0 que decorre tanto de fatores diretos (gastos com
diversos medicamentos, além de despesas médicas e hospitalares) quanto indiretos (perda da
produtividade pessoal, absenteismo e pagamento de aposentadorias por invalidez, para
aqueles com perda total da capacidade laboral) (MOTA, et al., 2012).

Para o controle da dor e do processo inflamatorio articular, caracteristico da doenca, o
uso de antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES), associados ou ndo a doses baixas de
glicocorticdides, é feito na terapéutica de base. Apesar da eficacia, o uso prolongado desses
farmacos esté relacionado a uma grande incidéncia de efeitos colaterais (BERTOLO et al.,
2009).

Em adicdo a isso, as drogas modificadoras do curso da doenca (DMARDSs) séo
utilizadas para influenciar na progressao da doenca, pois estes medicamentos, que variam de
agentes antimaléricos, sais de ouro a agentes quimioterapicos, sdo efetivos em retardar a taxa
de progressdo radiografica. Varias combinacgdes de terapias com DMARDs provaram serem
mais efetivas que a monoterapia (MONTEIRO; ZANINI, 2008).

Os antimalaricos vém sendo usados no tratamento da artrite reumatoide ha mais de 50
anos. Sdo medicamentos seguros e eficazes, sobretudo para formas iniciais e leves. As duas
formas disponiveis dos antimalaricos sdo o difosfato de cloroquina (DCQ) e sulfato de
hidroxicloroquina (HCQ), das quais a Gltima é preferivel por seu melhor perfil de seguranga,
sobretudo oftalmoldgico, por esta Ultima ndo ser capaz de cruzar a barreira sangue-retina
(KLINGER et al, 2001).

O sulfato de HCQ integra a relacdo de farmacos recomendados no consenso brasileiro
de doencas reumaticas, sendo classificada como uma DMARDs. Possibilitando, inclusive, o
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tratamento de doencas reumaticas em pacientes gestantes, por ndo apresentarem efeitos
teratogénicos em humanos nas doses recomendadas, além de sua permissdo para utilizacdo
durante o periodo de amamentacdo (LEVI et al., 2005).

Tantos nos servigos de saude publicos como nos privados, a associacdo metotrexato +
DCQ/HCQ é a terapia combinada mais comumente utilizada. Entretanto, a severidade dos
efeitos colaterais e o custo elevado do tratamento com o metotrexato séo entraves a eficiéncia
do tratamento (MOTA et al., 2012).

Neste contexto, o desenvolvimento de alternativas terapéuticas simples, de custo
reduzido e eficacia comprovada pode surgir como um alivio ao desconforto do paciente que
muitas vezes utiliza diferentes classes de medicamentos, podendo estes provocar graves
reagdes adversas.

Assim, por associar atividade anti-inflamatéria, imunomoduladora e antiartritica com
um efeito hepatoprotetor e antiulcerogénico relatados na literatura, Baccharis trimera (Less.)
DC. é uma planta promissora para compor uma associacdo de um medicamento anti-
inflamatdrio e imunomodulador com o sulfato de HCQ.

No Brasil, essa espécie ¢ conhecida popularmente como “carqueja” e tem suas partes
aéreas utilizadas na preparacdo de infusdes, decoccdes e tinturas para o tratamento de doengas
gastrointestinais, diabetes e processos inflamatérios (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI,
2005). Essas atividades bioldgicas motivaram a realizacdo dos estudos fitoquimicos da planta,
gue demonstraram a presenca de compostos bioativos, como flavondides, diterpenos e
triterpenos (PADUA et al., 2010).

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de uma associacdo em dose fixa
entre 0 extrato seco por liofilizacdo de B. trimera e do farmaco antirreumatico sintético
sulfato de HCQ, em um produto inovador eficaz, seguro e de custo reduzido, possibilitando

um maior acesso da populagédo ao tratamento da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver uma forma farmacéutica associacdo em dose fixa para o tratamento da
artrite reunatoide, utilizando como agentes terapéuticos o extrato seco B. trimera e o farmaco

sulfato de hidroxicloroquina.

2.2. Objetivos especificos

e Delineamento do perfil fitoquimico do infuso de B. trimera;

e Obter e caracterizar a droga vegetal e os extratos aquoso e liofilizado de B. trimera,
em relacdo as propriedades fisico-quimicas;

e Validar método analitico para doseamento do extrato seco liofilizado de B. trimera;

e Caracterizar o sulfato de hidroxicloroquina, em relacdo as propriedades fisico-
quimicas;

e Otimizar o método analitico para doseamento do sulfato de HCQ a partir da
metodologia descrita na Farmacopeia Americana 2013;

e Realizar estudo de compatibilidade farmaco-excipientes, por meio das técnicas
termoanaliticas;

e Desenvolver uma forma farmacéutica sélida (capsulas) da associacdo do extrato

liofilizado de B. trimera com o farmaco sulfato de hidroxicloroquina;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Baccharis trimera (Less.) DC.

Baccharis € o maior género da familia Asteraceae, com mais de 500 espécies
distribuidas pelos continentes Norte e Sul Americanos, sendo que 90% ocorrem na América
do Sul. As espécies deste género estdo distribuidas principalmente nas regides temperadas e
tropicais do Brasil, Argentina, Paraguai, Bolivia, Colémbia, Chile e México (MARTINEZ;
BESSA; BENITO, 2007).

Espécies desse género sdo importantes economicamente para 0 homem, pois ajudam
no combate a erosdo do solo e podem ser utilizadas como plantas ornamentais, embora
também possam se apresentar como pragas de dificil combate em pastagens, podendo
intoxicar o gado. Entretanto, o destaque maior estd na medicina, onde varias espécies sdo
utilizadas popularmente (CORREA, 1984; CARNEIRO; FERNANDES, 1996).

A origem do nome Baccharis (Bakkharis) é grega, utilizada como antiga denominacéo
para algumas plantas arbustivas, e chegou a ser empregada para designar espécies que nada
tém a ver com as que hoje em dia recebem este nome (BUDEL et al. 2005). Sado popularmente
denominadas de “carqueja”, sendo indicadas tradicionalmente para o tratamento de distlrbios
do sistema digestivo, embora haja outras diversas atividades bioldgicas relatadas
(BELTRAME et al., 2009). Além de carqueja, apresenta ainda uma ampla variedade de
nomes vulgares: carqueja-amarga, bacanta, bacorida, cacalia-amarga, carque, quina-de-
condamine, vassoura, vassoura de botdo e tiririca-de-babado e carqueja-doce (PAVAN-
FRUEHAUF, 2000).

No Brasil, a espécie Baccharis trimera esta inserida na a Mata Atlantica, uma das
florestas tropicais com maior diversidade biolégica do planeta. Por esse motivo, intervencdes
cientificas que busquem sua preservacao e diminuicdo do extrativismo tornam-se necessarias.
O estado do Parand é considerado o centro de dispersdo no pais, mas sua ocorréncia é
destacada em Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul
(SOUSA, 2005).

A importéncia da especie B. trimera para a medicina popular no Brasil incentivou a
sua inclusdo na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS),
como parte da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude
brasileiro (MACEDO; GEMAL, 2009). Nesta lista, constam 71 espécies vegetais que
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apresentam potencial terapéutico comprovado para gerar fitoterdpicos que poderdo ser
disponibilizados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (RUIZ et al., 2008).

Nomenclatura

O conhecimento tedrico sobre a nomenclatura e histologia vegetal € de fundamental
importancia para os profissionais que realizam o controle de qualidade destes produtos,
permitindo a adequada analise e interpretacdo morfoldgica do material botanico utilizado no
processamento para comercializacdo, contribuindo, consequentemente para 0 USO Seguro
destas plantas medicinais (ALVES et al., 2010).

Devido ao género Baccharis possuir aproximadamente 500 espécies,
comparativamente ha poucos trabalhos de morfoanatomia e de controle de qualidade
envolvendo as mesmas, principalmente no que diz respeito ao Brasil que possui
aproximadamente 120 espécies. E comum a confusdo entre diferentes representantes de
espécies de uso medicinais conhecidas pelo mesmo nome popular e utilizadas
indiscriminadamente para a mesma finalidade terapéutica. A identificacdo botanica de
algumas plantas oferece dificuldades até mesmo para especialistas como é o caso das
Baccharis de caules alados, as carquejas (BUDEL et al., 2005).

Estas variagdes na nomenclatura foram citadas como forma de manter fidedignas as
informacOes retiradas de textos originais que versam sobre a espécie em estudo, pois
anteriormente muitos autores referiram-se & Baccharis trimera, como Baccharis
genistelloides. Segundo Roséangela S. Biachini especialista do Jardim Boténico de Séo Paulo,
0s nomes Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. e Baccharis trimera (Less.) DC. s&o
considerados sindbnimos (BORELLA et al., 2006).

Aspectos botanicos

Quanto & descricdo boténica, a B. trimera é um subarbusto glabro, glutinoso,
ramificado; alas dos ramos com 0,5-1,5 cm de largura; com folhas muito reduzidas, ovais;
capitulos, geralmente, aglomerados, formando espigas interrompidas, que se ordenam em
inflorescéncias paniculiformes e com ramificacdes simples; involucro do capitulo feminino
com 5-6 mm de altura e 2-3 mm de didmetro, corola tubulosa-filiforme, de borda truncada,
denteada, provida de ligula curta, geralmente com estilete curto, com papilas estigmaticas
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marginais; com 3-4 séries de brécteas involucrais glabras, agudas ou acuminadas; flores de
30-40, com corola de 3-4 mm de comprimento, com &pice truncado, envolvendo frouxamente
0 estilete; aquénio glabro, com 1-1,5 mm de comprimento, 10-estriados; estilete com 4-6 mm
de comprimento; invélucro do capitulo masculino com cerca de 4-4,5 mm de altura e 5 mm de
didmetro, com brécteas involucrais ovadas, glabras; corola da flor masculina com 3,5-4 mm
de comprimento, com limbo dividido em lacinios longos, enrolados em espiral. As flores
masculinas, resultantes de atrofia, com consequente esterilidade do gineceu, sdo ordenadas
num so capitulo ou em capitulos diferentes (SOUSA, 2005).

Possui folhas sésseis, obovadas, uninérveas, papiraceas, glabras e alternas, raramente
opostas, desenvolvidas, escamiformes ou ausentes, laminas lineares a ovadas, obovadas ou
pinatissectas, margem inteira a denteada, glabras a glandular-punctuadas, ou glutinosas,
raramente tomentosas a villosas (SCHNEIDER, 2009).

Normalmente séo arbustos perenes de 50 cm a 4 m de altura. Na regido sudoeste do
Brasil, existem aproximadamente 120 espécies. A grande concentracdo de espécies no Brasil
e nos Andes indica que toda essa area é o provavel centro de origem do taxon (BUDEL et al.,
2005). Ocorre em campos secos a Umidos, bordas de matas e ambientes alterados, onde pode
formar populagdes densas. Ocorre em altitudes entre 100 a 1800, podendo chegar a 2500
metros acima do mar, na Bolivia (MULLER, 2006).

Com a finalidade de se obtere dados que auxiliassem na diferenciacdo e
consequentemente na identificacdo das mesmas, contribuindo para o controle de qualidade de
fitoterapicos, além de auxiliar na caracterizacdo do grupo taxondmico; deve-se estudar a
morfologia externa e a anatomia dos cladodios das espécies. A B. trimera apresenta alas mais
largas e interrompidas. Tais caracteristicas morfolégicas permitem a diferenciacdo entre as
espécies, principalmente os tricomas tectores (BUDEL & DUARTE, 2009).

A propagacéo da carqueja pode ser feita por sementes, estacas ou divisdo de touceiras
(CASTRO; FERREIRA, 2000). Deve haver um espacamento de 30x30 cm entre plantas. A
especie pode ser cultivada em regiGes com até 800 metros de altitude, adaptando-se bem a
varios tipos de solo, crescendo abundantemente em regiées de campos e pastagens em todo o
Pais. Recomenda-se uma adubacdo com esterco de gado, esterco de aves e composto
organico, quando necessario. A colheita dos ramos deve ser realizada antes da floragéo,
cortando-se a 10 cm da superficie do solo para permitir a rebrota. Ndo se recomenda ramos
com mais de 7 mm de espessura para comercializagdo. Os ramos devem ser picados para
facilitar a secagem (VAZ; JORGE et al., 2006).
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O enraizamento da B. trimera de uma estaca de aproximadamente 20 cm, apresenta
altos niveis de brotacdo e um desenvolvimento de um sistema radical. (BONA et al., 2004).
Este processo pode ser influenciado por diversos fatores internos e externos a planta, tais
como a influéncia do substrato, da posi¢do da estaca na planta e do sexo da planta matriz no
enraizamento de estacas (CARVALHO et al., 2007).

A melhor época de plantio da carqueja € recomendada para 0os meses de setembro e
outubro com um espagamento entre plantas de 0,4 m a 0,8 m. A cultura deve ser renovada a
cada trés ou quatro anos.

No que se diz respeito a coleta da carqueja, da-se no seu estdgio vegetativo
(primavera) a 15 cm, duas a trés vezes ao ano, 0 que minimizaria os danos as plantas. O
sistema subterraneo horizontal da carqueja é formado por raizes gemiferas, capazes de gerar
novas plantas a partir da ativacdo de gemas dormentes (SCHEFFER-BASSO et al., 2008).

Os compostos de destaque no género Baccharis sdo diterpendides, embora sejam
outros componentes biologicamente ativos, por exemplo, compostos fendlicos e Oleos
essenciais, que tém sido relatados nos ultimos anos (MARTINEZ; BESSA; BENITO, 2007).

Composicéo quimica

A fitoquimica do género Baccharis tem sido extensivamente estudada desde o inicio
de 1900. Cerca de 120 espécies do género Baccharis foram estudadas quimicamente e entre
estas, em torno de 30 apresentam estudos de atividade biologica (VERDI; BRIGHENTE;
PIZZOLATTI, 2005), sendo que mais de 150 compostos foram isolados e identificados a
partir deste género (MARTINEZ; BESSA; BENITO, 2007).

Os compostos mais importantes em Baccharis sdo os diterpendides, e sdo
representados principalmente por neo e ent-clerodanos e, menos comum, ent-labdanos e
kauranos. Os flavonodides, juntamente com os diterpenos, sdo 0s compostos de maior
ocorréncia no género Baccharis e sdo descritos como bons marcadores quimiotaxondémicos
para 0s mais baixos niveis hierarquicos da familia Asteraceae. Apresentam-se normalmente
como agliconas livres e muito raramente na forma glicosilada, o que é uma caracteristica da
familia Asteraceae (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Dentre as espécies do género Baccharis, a B. trimera é a que apresenta o maior

namero de estudos fitoquimicos e farmacolégicos (BELTRAME et al., 2010). Nessa, estudos
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quimicos revelaram a presenca de diterpenos do tipo clerodano, saponinas e de seus
glicosideos, e flavonoides (SILVA et al., 2007).

No que se refere aos flavonoides, uma série deles ja foram isolados: eupafolina,
quercetina, luteolina, nepelina, apigenina, hispidulina, eupatorina, genkwanina, cirsimaritina,
rutina, cirsiliol, canferol, eupatrina, eriodictiol, 5-OH-6,7,3”,4’-OMe flavona, 5,7,3’,4’-OH-3-
O-ramnosil-glicosil flavona (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005) e a 5,6-diidroxi-
7,3’,4’-trimetoxiflavona (BORELLA et al., 2006). Deve-se ressaltar que grande parte das
acOes farmacoldgicas citadas para esta espécie se deve a este complexo flavonoidico presente
na composicdo quimica, e que o teor desses sofre influéncia da sazonalidade, sendo sua
concentracdo maior no verdo. No que se referem as substancias afrogénicas, como as
saponinas, observou-se que estas ndo ha influéncia da biossintese desse tipo de metabdlito na
B. trimera (BORELLA et al., 2006).

Os derivados do &cido quinico estdo presentes em uma variedade de espécies vegetais
(TIMMERMANN et al.,, 1983; BASNET et al., 1996; CHUDA et al., 1996) e séo
responsaveis por um grande nimero de atividades farmacoldgicas. Deste grupo de compostos
citados, estdo presentes na espécie Baccharis trimera L. os acidos 5-O-cafeoilquinico 3,4-O-
dicafeoilquinico, 3,5-O-dicafeolquinico e o 4,5-O-dicafeoilquinico (SIMOES-PIRES et al.,
2005). E como componentes majoritarios do extrato aquoso, esses compostos justificam seu
uso popular por apresentar as atividades antioxidante (CHUDA et al., 1996), hepatoprotetora
(BASNET et al.,, 1996), antibacteriana (SHOLZ; HEINRICH; HUNKLER, 1994), anti-
inflamatdéria (GONGORA, 2002), e antiviral (MATSINGOU et al., 2000).

Os 6leos essenciais de 38 espécies deste género ja foram analisados, representando em
muitos casos, o valor dessas plantas na medicina tradicional como diurético e estomaquico.
Devido as suas propriedades amargas estes 0leos sdo também frequentemente usados para
preparar bebidas alcodlicas ou ndo alcodlicas (RETTA et al., 2009).

Em estudo realizado por Silva et al. (2007), observou-se que o rendimento médio
anual de oleos essenciais de B. trimera foi maior em amostras selvagens do que em plantas
cultivadas. Trabalhos anteriores indicaram que adubo orgéanico e quimico (AMARAL et al.,
2010), assim como a sombra ndo modificam significativamente o rendimento de Oleo
essencial, mas a radiagdo aumenta o teor de dleos essenciais em cultivo de carqueja (BONA et
al., 2004). Dessa forma, ambas as populacfes analisadas apresentaram dindmica sazonal
semelhante na producdo de Oleo essencial, sendo encontrado valor mais baixo durante o
inverno seco (SILVA et al., 2007).
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Posteriormente, Silva (2010), avaliou a influéncia do processamento pos-colheita e
armazenamento na composi¢do quimica da droga vegetal e do 6leo essencial de carqueja.
Através desse estudo, verificou-se que o armazenamento da droga pulverizada reduz
significativamente o teor de 6leo essencial, 0 que ndo aconteceu na droga fragmentada. Os
teores dos constituintes majoritarios espatulenol ledol ndo sdo influenciados pelo tratamento
pos-colheita, embora possa haver variagdes distintas reducdo nas concentracbes de ledol e
aumento nos teores de espatulenol. Logo, verificou-se que as drogas fragmentadas podem ser
armazenadas por até 12 meses e pulverizadas no momento da extracdo, ndo conferindo
reducdo no teor de dleo essencial, nem dos constituintes quimicos. Paralelamente, o
armazenamento a -6 °C por até oito meses, provocou variacdes quantitativas em alguns
constituintes minoritarios, tais como a-guaieno, b-selineno, germacreno B e espatulenol.

Por sua vez, o estudo realizado por Simdes-Pires et al. (2005) avaliou por CG e
CG/MS os 6leos essenciais extraidos de varias espécies do género Baccharis (B. articulata, B.
crispa, B. microcephala, milleflora Baccharis, B. myriocephala, B. stenocephala, B. trimera e
B. Usteri). Apesar da semelhanca morfoldgica entre estas espécies, as diferencas na
composicdo do seu 6leo essencial puderam ser observadas. Todas as amostras de B. trimera,
mesmo quando coletadas em diferentes locais do sul do Brasil, apresentaram um composto
incomum em outras espécies, o acetato de carquejol (35,5 - 68,0%). Também foi observada a
presenca de ledol (5,9 — 24,2%), que é um composto raramente encontrado nas concentragdes
observadas. Ambos 0s compostos citados foram obtidos consistentemente no material
coletado durante todo o ano. Diante do resultado apresentado, o acetato de carquejol foi
sugerido como marcador da B. trimera pelos autores.

Em relacdo aos marcadores, de acordo com a Farmacopéia Brasileira 52 Ed., os de
identificacdo de B. trimera sdo a quercetina e a 3-O-metil-quercetina. O doseamento é feito

em relacdo a acidos cafeicos totais expresso na forma de acido clorogénico.

Estudos farmacologicos

B. trimera é uma espécie vegetal extremamente usada na medicina popular como
antiinflamatdrio, antidiarréico, anti-hipertensivo, antibacteriano, antireumatico, analgésico
(BORELLA & FONTOURA, 2002). Na literatura, diversos autores avaliam essas
propriedades em diferentes medelos experimentais
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O extrato hidroetanodlico de B. trimera reduziu a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio em neutréfilos em modelos experimentais in vitro e in vivo. Demonstrando seu
grande potencial antioxidante (PADUA et al., 2010).

Em um estudo comparativo de extratos brutos aquosos e etanolicos de espécies do
Género Baccharis (OLIVEIRA et. al., 2011) demonstraram o potencial antioxidante frente a
varios modelos pré-clinicos, como inibicdo de mieloperoxidase e peroxidacdo lipidica. O
extrato aquoso de B. trimera foi o mais efetivo em inibir a oxidacdo pela mieloperoxidade.
Em relacdo a peroxidacdo lipidica, os extratos aquosos foram os que obtiveram melhores
resultados, quando comparados com os etanélicos. O extrato aquoso de Baccharis trimera
inibiu efetivamente esta reacdo frente a outras duas espécies do mesmo género.

O efeito antiartritico do extrato aquoso da Baccharis genistelloides var. trimera,
preparado a 3,3% (p/v) por infusdo, foi demonstrado em modelo de artrite induzida por
colageno in vivo. Os resultados demonstraram uma reducgdo dréstica do desenvolvimento da
doenca com diminuicdo da migracdo, ativacdo e proliferacdo de linfocitos para o local da
lesdo (COELHO et al., 2004).

Em modelos pré-clinicos de inflamacgdo em ratos, pleurisia induzida por carragenina, o
extrato aquoso de B. trimera apresentou acdo antiinflamatoria. Os extratos nas concentraces
de 400 e 800 mg/Kg causaram efeitos inibitérios significantes tanto no influxo de células
inflamatorias (leucdcitos polimorfonucleares), como no aumento de exsudato na cavidade
pleural. Efeito imunomodulador foi avaliado em modelo de proliferacdo, in vitro, de linfocito
T. Os extratos de B. trimera nas concentracdes 25, 50 e 100 mg/mL  reduziram
significativamente a producdo dessas células frente a fitohemaglutinina (PAUL et. al., 2009).

A atividade anti-inflamatéria de B. trimera foi avaliada por modelo de edema de pata
usando varios agentes flogisticos. Os resultados mostraram que a fracdo butandlica do extrato
aquoso (40 a 100 mg/kg) inibiu marcadamente a inflamacdo induzida por carragenina e
dextrana. O efeito analgésico foi avaliado atraves do modelo de contragBes abdominais por
acido acético, onde o extrato reduziu consideravelmente o nimero de contragdes abdominais
(GENE, 1996).

Paul e colaboradores (2009) sugerem que a acao antiinflamatdria do extrato aquoso de
B. trimera L. estéd associado a diminuicdo da migracdo de células pro-inflamatoria, como 0s
neutrofilos. Esta atividade também estaria, em parte, relacionada a inibicdo de sintese de
prostaglandinas, por blogueio da acdo da enzima cicloxigenase. Entretanto, a identificagdo de
diferentes tipos de flavondides (quercetina, rutina, hispidulina, luteolina, apigenina e
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nepetina), saponinas e diterpenos sugerem que as atividades imunomoduladora e
antiinflamatéria das preparacbes com a B. trimera L. resultam do somatdrio dos diferentes
mecanismos de acdo dos componetes bioativos da planta.

A acdo citoprotetora dos extratos aquoso, etanolico, diclorometanico e hexanico de
Baccharis genistelloides var. trimera foi avaliada em modelo de Ulcera induzida por etanol.
Os resultados indicaram que o extrato hexanico promoveu citoprotecdo gastrica, inibindo as
Ulceras em 64,3% enquanto o extrato aquoso inibiu em 52,8%, ambos comparados a inibicéo
de 85,7% do controle (Atropina) (GONZALES et al., 2000).

Em relacdo ao efeito anti-hiperglicemiante do extrato da carqueja, estudos com
camundongos, com diabetes induzida por estreptozotocina, tratados durante 7 dias, duas vezes
ao dia (2000 mg/Kg) com a fracdo aquosa do extrato etandlico de B. trimera, demonstraram
efeito anti-hiperglicemiante relevante (OLIVEIRA et al., 2005; BARBOSA-FILHO et al.,
2005). Resultado semelhante ao obtido por Coelho et al. (2004), que trataram ratos saudaveis
com o extrato aquoso de B. genistelloides (4,2 mg/Kg, 37dias) e observaram uma reducéo néo
apenas na glicemia, mas também nos niveis séricos de triglicérides (COELHO et al., 2004).

A atividade hepatoprotetora foi avaliada em modelo de intoxicacdo por faloidina em
camundongos, substancia toxica extraida da Amanita phalloides capaz de causar injlria ao
sistema nefrohepatico. Avaliou-se a capacidade do extrato bruto (acetato de etila), uma fracdo
enriquecida, flavondides isolados (quercetina, luteolina, apigenina, nepetina, hispidulina) e
uma mistura entre eles, aumentar ou nao a sobrevida dos animais tratados.Foi observado que
o flavondide hispidulina (32 mg/Kg) conseguiu aumentar a sobrevida dos animais em 80 %,
sendo que a mistura de flavonoides, em proporg¢des iguais, obteve 70%. O extrato bruto e a
fracdo enriquecida aumentaram a sobrevida dos animais dose-dependente em até 100%
(SOICKE; LENG-PESCHLOW, 1987)

O extrato aquoso das partes aéreas da carqueja diminuiu a produgdo de acido gastrico
e inibiu a inducdo de lesbGes por estresse ou por etanol em ratos, além de um diterpeno
identificado e isolado desta mesma espécie possuir a capacidade de relaxar a musculatura lisa
intestinal de ratos (TORRES et al., 2000).

Gamberini e colaboradores, em 1991, comprovaram cientificamente a agéo
antidiarréica e espasmolitica utilizada popularmente, pois, constataram que o extrato aquoso
de B. trimera reduziu significativamente o transito intestinal de ratos e camundongos. Além
disso, observou-se uma redugdo da secre¢do acida no estdbmago e no aparecimento de lesdes

gastricas, respaldando seu uso popular como antidispéptico e antiacido.
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Muitos pesquisadores demonstraram a acdo antimicrobiana da B. trimera frente a
varios microorgannismos, como Schmidt e colaboradores (2008) que comprovaram a
atividade antimicrobiana de extratos etanolicos de B. trimera sobre as bactérias Escherichia
coli, Klesbsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Streptoccocus pyogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureos, Proteus mirabilis e
Bacillus subtilis. Extratos apolares de B. trimera (hexano e diclorometano) apresentaram
atividade antimicrobiana com 57% das bactérias Gram-positivas e 46% das Gram-negativas
testadas (BORGES et al., 2007). Bem como, o decocto de B. trimera apresentou atividade
anti-séptica e bactericida contra isolados de bactérias Gram-positivas e negativas in vitro
(AVANCINI et al., 2000). Em 2010, Taschetto, determinou atividade in vitro do extrato
etanolico de B. trimera contra Helicobacter pylori. Neste estudo foram comparadas duas
espécies do mesmo género Baccharis, a Baccharis articulata e a B. trimera, sendo a B.
trimera mais eficiente no efeito antimicrobiano.

O extrato aquoso de B. genistelloides demonstrou efeito antiviral contra os virus do
herpes simples tipo 1 e de estomatite vesicular (ABAD et al., 1999).

As lactonas sesquiterpénicas presentes na carqueja apresentaram atividade inibitdria
contra Schistossoma mansonii e Tripanossoma cruzii (ALONSO, 1998).

Para a espécie vegetal B. trimera sdo atribuidas muitas atividades bioldgicas, sendo os
principais grupos responsaveis por tais acdes nesta espécie: os flavonoides, um complexo de
saponinas, tendo como substancia majoritaria o 4cido equinocistico, terpenos menores, como
mono, di e sesquiterpenos, triterpenos, e alguns derivados cindmicos. Muitos autores atribuem
as atividades bioldgicas de uma espécie vegetal a um Unico grupo quimico de substancias,
porém, é cada vez mais evidente a complexidade de avaliar quais metabdlitos apresentam o
real efeito bioldgico, pois alguns metabdlitos que apresentam estruturas quimicas diferentes
tém atividades semelhantes ou sinérgicas. Podendo o particionamento e isolamento de

extratos e substancias vir a produzir falsos resultados.

Estudos toxicolégicos

Apesar do uso terapéutico das plantas medicinais e de seus produtos (chas e tinturas),
em certos casos, elas podem se tornar um problema, pois algumas das substancias que as
compdem podem desencadear efeitos deletérios que resultam em um quadro clinico severo,

algumas vezes, fatal.
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Quanto a sua toxicidade, em doses usuais e durante periodos de tempo prolongado,
diversos estudos demonstraram que extratos de B. trimera apresentam poucos efeitos adversos
ou toéxicos quando comparado as outras plantas terapéuticas também utilizadas com
frequéncia pela populacéo.

O principal efeito toxico relatado para B. genistelloides é a inducédo de aborto, relatada
popularmente e comprovada experimentalmente em animais, sendo atribuida a uma acédo
uterotdnica (RUIZ et al., 2008).

Na literatura também é possivel encontrar diversos estudos minuciosos de avaliacdo
do potencial citotoxico do infuso de B. trimera sobre as células das raizes de Allium cepa. A
dose usual do cha de carqueja (20 g/L) aumentou o nimero de anomalias do ciclo mitético
das células, ja a dose dez vezes mais concentrada (200 g/L), inibiu a divisdo celular,
caracterizando efeitos mutagénicos e antiproliferativos. Ainda neste estudo, a avaliacdo do
efeito do infuso sobre linfocitos humanos evidenciou a ocorréncia de aberracGes
cromossomicas dose-dependente, levando os autores a recomendar moderacdo no consumo do
cha de carqueja (PINHO et al., 2010).

Losqui e colaboradores (2009) verificaram, também, que a carqueja possui agdo
inibitéria na diferenciacdo de células neuronais in vitro quando tratadas cronicamente.
Observou também uma reducdo na sobrevida de células neuronais e diminuicdo da
proliferacdo de células gliais. Essa reducdo da proliferacdo de células da glia poderia estar
interferindo na sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal.

Estudos conferem aos taninos presentes na espécie a atividade enzimatica responsavel
pela inibicdo da divisdo celular de Allium cepa. Estas espécies também contém flavonoides,
0s quais tém demonstrado possuir atividade citotoxica (FACHINETTO; TEDESCO, 2009).

Entretanto, Peron e colaboradores (2008) verificaram que a infusdo de carqueja em
doses extrapoladas das usadas pelos humanos, ndo foram citotoxica e nem clastogénica em
células da medula 6ssea de ratos Wistar e segundo Rodrigues (2009) ndo foram observados
efeitos genotoxicos sobre as células sanguineas e hepaticas de ratos que receberam as doses
de 500, 1000 e 2000 mg/kg durante trés dias consecutivos.

Estudos de toxicidade aguda e dose repetida em ratos (machos e fémeas), com
diferentes doses de extrato aquoso obtido por infusdo, indicaram a auséncia de alteracOes
significativas do perfil hematologico assim como dos marcadores de funcdes hepatica e renal,
tais como transaminases e creatinina. Além disso, ndo foram observadas diferencas

significativas no  peso corporal, aspecto, cor e peso relativodo  figado, rins, timo e
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pulmdes entre os grupos que receberam o extrato (PEDRAZZI et al., 1997; COELHO et al.,
2004). Outro estudo em ratos demonstrou a atividade hipotensora do extrato de carqueja, ndo

se recomendando, assim, 0 consumo por pacientes hipotensos (ALONSO et al., 2009).

3.2. Sulfato de hidroxicloroquina

Desenvolvido inicialmente como agente antimalarico, o sulfato de HCQ -
quimicamente  (7-cloro-4-[4-[N-etil-N-(2-hidroxietil)-amino]-1-metilbutilamino]-quinolina
sulfato — é frequentemente utilizado como farmaco antirreumatico de acéo lenta no tratamento
de desordens de tecido conectivo (OLSEN et al., 2013; MCLACHLAN et al., 1993; TETT et
al., 1989).

Como antimalarico, a hidroxicloroquina (HCQ) é significativamente eficaz contra a
forma eritrocitica dos agentes etiolégicos da malaria: 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
cloroguina-resistente, além de casos de resisténcia contra cepas de Plasmodium vivax. E,
apesar de ser utilizada hd muito tempo nesse tipo de terapéutica, ndo se conhece seu exato
mecanismo de a¢do (SEMENIUK et al., 2008; SHAPIRO; GOLDBERG, 2006).

A HCQ tem sido ainda utilizada como farmaco secundario no tratamento de uma
variedade de doencas cronicas. Assim, sdo administrados em conjunto com outros agentes,
resultando em eficacia clinica de doencas como: artrite reumatoide (AR), lUpus eritematoso
sisttmico (LES), lupus discoide (LD), sarcoidose, sindrome de Sjogren (SS) e doencas de
fotossensibilidade (SHAPIRO; GOLDBERG, 2006).

O tratamento de doencas 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 o6rgdos e de sobrevida global dos pacientes que recebem estes
medicamentos. Ao longo das Ultimas duas décadas, mais dados vém sendo acumulados sobre
os efeitos sistémicos do sulfato de HCQ, expandindo os usos potenciais dessa medicacdo em
diferentes classes terapéuticas (OLSEN et al., 2013).

Aspectos clinicos
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O sulfato de HCQ traz beneficios em longo prazo no tratamento do lUpus eritematoso
sistémico e da artrite reumatoide e tornou-se um componente padréo de terapia para pacientes
com estas doengas.

O mecanismo de acdo desse farmaco envolve a inibicdo da interacdo antigeno-
anticorpo, a inibicdo da sintese de interleucina-1 (IL-1) e da degradacdo da cartilagem
induzida por esta citocina, além de inibir as funcGes lisossomais dos fagdcitos e dos
macrofagos (BONFANTE et al., 2008).

A tabela 1 apresenta um resumo sistematico da eficacia do tratamento com sulfato de
HCQ sobre as manifestacfes clinicas das principais enfermidades onde o uso de farmaco é

recomendado.
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Tabela 1 - Revisdo sistematica de evidéncia da eficacia do sulfato de hidroxicloroquina no tratamento da artrite
reumatoide e lGpus eritematoso (adaptado de OLSEN, 2013).

Enfermidade  Avaliacdo da eficécia Tipo de evidéncia Referéncia
Acrtrite Contagem de edema Revisdo de literatura Gaujoux-Vialaet al.,
reumatoide das juntas e dor; sistemaética; 2010
indices articulares; Ensaio clinico controlado,

) Pavelka et al., 1989
duplo-cego;

e L . Nuver-Zwart et al.,
Dor e sensibilidade Ensaio clinico randomizado,

articulares; controlado, duplo-cego; 1989
Lapus S . .
. . . Ensaio clinico randomizado, The Canadian HCQ
eritematoso  Frequéncia de crises;
. . controlado, duplo-cego, Study Group, 1991
sistematico . .
envolvendo retirada da terapia;
Costedoat-
Falha de 6rado: Estudo de coorte longitudinal; Chalumeau et al.
gao estudo de caso-controle; 2010;
FESSLER et al.,
2005.
. . Anadlise de coorte prospectiva; Ruiz-lrastorza et
Sobrevivéncia; ' al.,2006;

Analise de coorte longitudinal; Shinjo et al., 2010

Inicio tardlp da Estudo de_ caso-t?ontrole James et al., 2007
doenga; aninhado;

ManifestacGes Analise de coorte prospectiva; Frances et al., 2012
cutaneas;

Prevaléncia de nlova Analise de coorte prospectiva; Shinjo et al., 2010
doenca renal,

Glomerulonefrite; Pons-Estel et al.,

Analise de coorte longitudinal; 2009

Remissao renal

completa para Analise de qoolrte Kasitanon et al., 2006
nefropatia retrospectiva;
membranosa.
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Relatos apontam a eficacia da HCQ em doencas diferentes daquelas que apresentam
condicGes reumaticas. Alguns desses relatos estdo descritos a seguir (OLSEN et al., 2013).

A primeira informacéo diz respeito a diabete mellitus. Condicdes hipoglicemiantes em
pacientes tratados com HCQ e CQ vém sendo observadas ha décadas. Trés pequenos ensaios
clinicos, randomizados e controlados, utilizando pacientes desprovidos de outras
complicagdes reumaticas e recebendo uma dose relativamente alta de sulfato de HCQ (600
mg), reforcaram tal situacdo (QUATRARO et al., 1990).

Um breve estudo prospectivo com obesos, ndo diabéticos e ndo portadores de doencas
autoimunes demonstrou a melhoria da sensibilidade a insulina, em tratamento usando HCQ
durante seis semanas. Esses resultados sugerem que hd uma reducdo ndo so6 da incidéncia de
diabetes tipo dois em pacientes que estdo sendo tratados com sulfato de HCQ para outras
condigdes, 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 alteracbes do pH intra-
endossomal, acdo essa que resulta na reducdo da degradacdo da insulina no tecido adiposo
humano (OLSEN et al., 2013; MERCER et al., 2012).

Outro achado interessante é a capacidade da HCQ de reduzir eventos
tromboembdlicos. Ha mais de duas décadas, Johnson e Charnley (1979) relataram a utilidade
profilatica do sulfato de HCQ para evitar significativos eventos tromboticos em condigoes
pos-operatdrias de artroplastia total do quadril. Uma analise de coorte prospectiva demonstrou
efeito protetor dos antimalaricos no desenvolvimento de trombose, bem como em melhoria
significativa da sobrevivéncia. Um estudo mais recente — andlise de coorte-base, utilizando
1930 pacientes portadores de LES — analisou os fatores que foram associados a um ou mais
eventos tromboéticos, 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 ET AL., 1984; JOHANSSON et al., 1981).

Varios mecanismos tém sido propostos para os efeitos antitrombdticos do sulfato de
HCQ. O mais provavel parece ser a reducdo de agregagdo plaquetaria ou ainda, a inibi¢éo da
liberacdo dos alfa-granulos, estruturas que possuem os fatores que participam da cascata de
coagulacdo. Porém, esses achados limitam-se a estudos in vitro. No entanto, a concentragédo
necessaria para que seja possivel observar tal efeito (25 mg/ml) é 200 vezes maior do que 0s

niveis no sangue que sao relatados em pacientes tratados, de modo que pode ser explicada a

Desenvolvimento de forma farmacéutica sélida associacdo em dose fixa & base do extrato liofilizado de Baccharis trimera (less.) DC. e do
sulfato de hidroxicloroquina como alternativa terapéutica para o tratamento da artrite reumatoide



40

razdo deste efeito permanecer apenas especulativo (FRANCES et al., 2012; PROWSE et al.,
1982; JOHANSSON et al., 1981).

A reducdo do risco cardiovascular, devido ao efeito geral benéfico sobre o perfil
lipidico quando em tratamento com o sulfato de HCQ, ja é reconhecido ha duas décadas. Petri
& colaboradores (1994), em estudo de coorte longitudinal, mostraram associacao 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 recuperacdo dos niveis de colesterol quando na descontinuagédo 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 alteraces do perfil lipidico com sulfato de HCQ
ndo estdo bem elucidadas. Estudos postulam que isso ocorre devido a taxa de depuracédo
significativamente mais elevada de fracGes lipidicas ou até mesmo a regulacdo positiva do
receptor de lipoproteinas de baixa-densidade (SACHET et al., 2007).

Talvez o fator mais inesperado 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 eficacia do sulfato de HCQ na infecgdo pelo
micro-organismo.

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 antimalarico mostrou uma diminuicdo significativa do RNA viral
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plasmaéticos, ap6s 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) ap6s o
tratamento. O grupo tratado com ZDV também obteve um numero significativamente menor
de cargas virais, entretanto, ndo houve alteracfes de grande magnitude nos niveis séricos de
IL-6 ou de 1gG. Uma vez que niveis elevados de IL-6 sdo geralmente associados a um maior
risco de progresséo do HIV, estes resultados com sulfato de HCQ foram encorajadores em
termos de modulacdes imunoldgicas, uma vez que estas sdo geralmente favoraveis e podem
contribuir para a eficacia global da terapia em, pelo menos, alguns pacientes infectados
(OLSEN et al., 2013; SPERBER et al., 1997).

Paton e Aboulhab (2005) em um estudo recente utilizando uma dose menor de sulfato
de HCQ (200 mg/dia), hidroxiureia e didanosina — inibidor da transcriptase reversa —,
atestaram a significativa reducdo da carga viral em cerca da metade dos pacientes, com niveis
indetectaveis no final do estudo, permanecendo constante o nivel de linfocitos 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 utiliza-las em paises menos ricos com altas taxas de infeccédo
pelo HIV. Em contrapartida, a disponibilidade de medicamentos genéricos de baixo custo e o
apoio do governo nesse tipo de tratamento reduziu a urgéncia e interesse sobre a abordagem.
No entanto, o uso da HCQ adjuvante em associacdo de dose fixa com determinados farmacos
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 alcalinizacdo de vesiculas acidas
intracelulares, o que inibiria o crescimento dos micro-organismos. Estudos também sugerem
que a reducdo na carga viral na infec¢do pelo HIV ocorre devido a perturbagdo da glicosilagéo
pos-transducional do envolope protéico do virus (proteina gp120), resultando na reducéo da
capacidade infecciosa de particulas virais recém-produzidas (ROLAIN et al., 2007; Savarino
et al., 2001; CHIANG et al., 1996).

Os riscos do tratamento com sulfato de HCQ séo relativamente baixos. Em geral,
correspondem & intolerancia gastrintestinal (nauseas, vémitos, dor abdominal),
hiperpigmentacéo 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; TUFFANELLI, 1980).
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Muitos desses efeitos adversos parecem ocorrer devido ao acréscimo do pH
endossomal, 0 que altera o processamento de certas proteinas e a ligacdo de componentes
bioldgicos aos receptores. Outros estudos postulam diferentes mecanismos, como: fortes
ligacbes in vitro farmaco:acidos nucléicos e inibicdo do célcio de sinalizacdo em células
linfoides (KUZNIK et al., 2011; GOLDMAN et al., 2000).

Os efeitos adversos oculares e cutaneos da HCQ sdo possivelmente reagOes
fototoxicas. Dos relatos de substancias medicamentosas que causam fototoxicidade, um
namero significativo deles contém cloro, como a HCQ. Sugere-se que o radical livre cloreto,
formado da quebra da ligacdo 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, 0 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 e Sorsby reconheceram pela primeira vez a toxicidade
retiniana associada ao uso de hidroxicloroquina (WEINBERG; D’AMICO, 1994; HOBBS;
SORSBY, 1959).

Trabalhos mostram que a frequéncia da retinopatia causada pelo acimulo de HCQ
varia de 0,001 a 40%, mas milhares de pessoas utilizam este medicamento para diversos fins.
Contudo, a toxicidade oftalmoldgica deste fairmaco € uma preocupacao séria, pois, mesmo
apos a retirada da medicacdo, ha pouca ou nenhuma recuperacdo visual, e, por vezes, ha
progressdo da perda visual (RAINES et al, 1989; ELMAN et al., 1976; HOBBS et al., 1961,
HENKIND; ROTHFIELD, 1963).

O mecanismo que causa toxicidade ocular ndo é bem compreendido. Agentes
antimalaricos tém efeitos agudos sobre o metabolismo das células da retina, incluindo
fotorreceptores. Entretanto, ndo é claro se estes efeitos metabdlitos séo 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 ligacdo acaba por concentra-lo e
contribuir ou prolongar os seus efeitos toxicos (MICHAEL et al., 2011).

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 é de, geralmente, 400 mg ou calculada por peso-dependéncia. O

risco aumenta ainda mais com o uso continuado da droga. A falha renal ou hepética deve ser
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considerada, uma vez que esses 6rgdos sdo 0s 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 descontinuacdo do tratamento. E
desaconselhado o tratamento prolongado em criancas 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 contraindicacdo ao
uso desses agentes terapéuticos. O protocolo de rastreio anual deve ser iniciado apds 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 sdo altamente preconizados (MICHAEL et al.,
2011).

Aconselha-se que os pacientes devam estar cientes do risco de toxicidade e dos
fundamentos para a triagem, visando a detec¢do ou minimizacao da incidéncia do efeito. Os
medicamentos devem ser interrompidos, se possivel, quando a toxicidade é reconhecida ou
fortemente suspeita. Esta € uma decisdo a ser tomada em conjunto: pacientes e seus médicos
(MICHAEL et al., 2011).

A utilizacdo do farmaco em questdo é segura durante a gravidez, pois a molécula de
HCQ é grande e ndo é capaz de atravessar a barreira placentaria. Estudos transversais sugerem
que € 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
etal., 2010; IZMIRLY et al., 2012; LEVY, 2005; Costedoat-Chalumeau et al., 2005).

Aspectos Farmacocinéticos

O sulfato de HCQ é comercializado e administrado ao paciente como racemato,
mistura equimolar de dois enantidbmeros: (+)-HCQ e (-)-HCQ. Entretanto, ndo ha informacéo
disponivel sobre possibilidades de disposicdo estereosseletiva e atividades farmacoldgicas dos
enantidbmeros isolados (SOLOMONS; FRYHLE, 2005; MCLACHLAN et al, 1993).
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Apesar deste fato, diversos estudos buscam mensurar a concentracdo de cada um dos
enantidmeros da HCQ e de seus respectivos metabdlitos. 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: inversao quiral, absorcéo,
distribuicéo e excregéo renal. Entretanto, considerando a estabilidade dos grupos vicinais do
centro quiral da molécula, a possibilidade de haver inversdo quiral parece ser remota. Os
demais se demonstraram estereosseletivos (BROCKS; MEHVAR, 2003; BROCKS,
PASUTTO; JAMALI, 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 disposicédo do
farmaco em questdo. Postula-se que o enantibmeros (R) é preferencialmente concentrado
pelos compostos celulares do sangue e, uma vez fixado, deixaria 0 enantibmero (S) mais
disponivel para o metabolismo. Entretanto, estudos mostram que este e 0s demais processos
estereosseletivos apresentam  significativa variabilidade entre diferentes individuos
(MCLACHLAN etal., 1993; MCLACHLAN et al., 1994; GUSTAFSSON et al., 1986).

N&o hé informacBes disponiveis capazes de garantir a eficicia e toxicologia de cada
um dos enantibmeros. Também ndo se sabe qual deles é o responsavel pela atividade
antiartritica. Haberkorn e colaboradores (1979) indicaram limitados dados de toxicidade em
ratos, demonstrando que o (+)-R-CQ € o isdmero mais tdxico por possuir menor dose letal
que o seu enantidbmeros (S). O trabalho ainda evidencia que a (+)-S-CQ, que tem a estrutura
muito similar a HCQ, demonstrou atividade antimalarica mais potente que a (-)-R-CQ, em
ratos. Entretanto, a simples semelhanca estrutural ndo permite a extrapolagcdo dos dados
supracitados para o tratamento da artrite reumatoide (BROCKS; PASUTTO; JAMALLI, 1992).

O sulfato de HCQ apresenta absorcdo oral e intestinal varidveis com
biodisponibilidade de aproximadamente 74% e distribui-se pelo organismo apresentando
retencdo prolongada nos olhos, figado, epiderme, pulmdes, outras areas ricas em melanina. Na
epiderme, a concentragdo do farmaco pode chegar a ser 100 a 200 vezes maior que 0S niveis
plasméticos. Nos eritrocitos, a concentracdo é 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 administracdo, o plasma contém niveis significativos de HCQ e de seus trés principais

Desenvolvimento de forma farmacéutica sélida associacdo em dose fixa & base do extrato liofilizado de Baccharis trimera (less.) DC. e do
sulfato de hidroxicloroquina como alternativa terapéutica para o tratamento da artrite reumatoide



45

metabdlitos, os quais ainda possuem o centro quiral. Portanto, todos existem em pares de
enantidbmeros, oito diferentes substancias (IREDALE et al., 1992).

Deve-se esperar 0 acumulo do farmaco e seus metabdlitos, quando em dosagens
crénicas. O composto possui longo tempo de meia-vida plasmatica, estimada em mais de 40
dias, logo pode atingir altas concentragdes (6.000 a 80.000 vezes maior que o nivel
plasmético). Estudos atuais sdo capazes de mensurar esse parametro farmacocinético por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em sangue total (COSTEDOAT-
CHALUMEAU et al., 2006; TETT et al., 1989; TANENBAUM; DENNY; TUFFANELLI,
1980).

A principal via de excrecdo é a renal, com 23 a 25% do composto excretado em sua
forma inalterada, juntamente com o0s metabolitos. Ducharme & colaboradores (1995)
observaram eliminacdo mais rapida do enantiomero (+)-(S)-HCQ comparada com o (-)-(R)-
HCQ, provavelmente devido a mais rapida excrecdo urinéria e metabolismo hepatico. Esse
resultado foi corroborado por Fieger & colaboradores (1993). O trabalho ainda evidenciou
que os metabolitos derivados do enantidmeros (S) representaram 80-90% da dose urinéria
recuperada e que ndo foram detectados metabdlitos no sangue.

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

ndo ha harmonizacdo do tratamento dessa situacao.

Aspectos Tecnoldgicos

Ao se escolher uma molécula de farmaco para desenvolver novas alternativas
terapéuticas seguras e eficazes, é importante reunir informac6es em relacdo as caracteristicas
intrinsecas da molécula.

Em relacdo ao sulfato de HCQ, Semeniuk & colaboradores (2008) evidenciaram, por
técnicas de cristalografia e difracdo de raios-X, a projecdo da estrutura cristalina e interaces
intermoleculares do monocristal do farmaco. Conforme o estudo, cada um dos atomos de
nitrogénio da base livre € um doador de protons nas ligacGes de hidrogénio intermoleculares
com os 4tomos de oxigénio do anion sulfato. Além disso, por se tratar de um sal de sulfato, é

possivel observar a formagdo de “supermoléculas” contendo dois cations e dois anions, a base
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livre do farmaco e o sulfato, respectivamente. O trabalho ainda compara a presenca do grupo
hidroxila, em relacdo a sua auséncia no fosfato de cloroquina onde foi sugerido que a adigdo
de mais um doador de proton parece ndo promover grandes alteracdes na conformacdo da
molécula, no entanto aumenta a interacdo desta com o receptor transmembranar do parasita
(receptor putativo) (KOYAMA, 2012).

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. A
solubilidade do sulfato de HCQ é de 2,61.102 g/L, sendo portanto classificado como
praticamente insoltvel, segundo a Farmacopeia Brasileira 5% Edicdo (UNIVERSITY OF
ALBERTA, 2013; BRASIL, 2010; SWEETANA; AKERS, 1996).

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

T@nnesen e colaboradores (1988) irradiaram solugdes do farmaco em agua e em
isopropanol, utilizando CLAE preparativo para isolamento de impurezas. As amostras
seguiram, entdo, as analises de RMN e Espectrometro de Massa (EM) (com ionizagdo por
isobutano). Apos apenas 5 horas de exposicdo, a amostra irradiada em isopropanol apresentou
cromatograma representado pela figura 1, 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 & colaboradores (2009) realizaram a identificacdo e caracterizagdo
de duas impurezas relacionadas a sintese do farmaco: a ja citada IMP-2 e a IMP-1 (HCQ-N-
quaternaria). A identificacdo e caracterizacdo das substancias foi possivel apenas pelo uso de
técnicas hifenizadas, como CLAE-IT-MS seguida de analise ESI-TOF e RMN (*H, *C,
DEPT e 2D) do farmaco e das impurezas isoladas.

Mais recentemente, Saini e Gulshan (2013), em um short communication, realizaram o
primeiro estudo de degradacao forcada propriamente dito. O trabalho alcangou sucesso no que

se propunha: conduzir o estudo de degradacdo forcada, identificando todos os possiveis
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produtos de degradacdo oriundos das diferentes reacdes de hidrolise, oxidacéo, fotélise e calor
seco.

Praticamente todas as condicGes propostas apresentaram a estabilidade do farmaco,
exceto a solucdo alcalina mantida nas condicGes de fotdlise. Esta apresentou 6 produtos de
degradacdo (figura 1), 4 inéditos (I-1V) e 2 semelhantes as estruturas de impurezas ja
conhecidas. Os autores evidenciaram que os produtos de degradacdo I11-VI permanecem com
0 grupo cromoforo do farmaco intacto, uma vez que eles mantém o mesmo padrdo do
espectro de absorcdo UV. O mesmo nao acontece com os PD I e I, que apresentam mudancas
no grupo cromoforos benzenoides. Assim, foi possivel caracterizar a maioria dos produtos de
degradacéo, exceto o VI, o qual ofereceu poucos resultados no espectro de massa; sendo o il
uma impureza ja conhecida, enquanto os I, Il, IV e V foram novos produtos de degradacéo

elucidados pelos autores.

Figura 1 - Estruturas da hidroxicloroquina, suas impurezas e produtos de degradacdo
(adaptado de Saini e Bansal, 2013).
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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 degradacdo (figura 2), bem como as caracteristicas de estabilidade intrinseca ao
farmaco.

Figura 2 - Provavel rota degradativa do sulfato de hidroxicloroquina.
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Por ser comercializado na forma racémica, o uso do sulfato de HCQ requer atengdo. A
utilizacdo de misturas racémicas pode contribuir para a toxicidade ou efeitos adversos do
farmaco, particularmente quando estes estdo associados com isémeros farmacologicamente
menos ativos ou inativos. Exemplo pratico: a talidomida. Apenas um dos seus enantibmeros €
capaz de promover sedacdo. Quando metabolizada, a molécula sofre racemizacéao in vivo, e
apenas a forma mais tdxica é absorvida, responsdvel pelas famigeradas deformacGes
congénitas (CALDWELL, 1995; CALDWELL, 1996; LIMA; FRAGA; BARREIRO, 2001;
CARDOSO, 2006).

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 em exaustivos estudos
buscando avaliar se ha vantagem em se produzir o farmaco em seu enantidmero puro mais
efetivo e/ou eficaz (CALDWELL, 1995; CARDOSO, 2006).

Portanto, o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de separar isdmeros em
concentracdes conhecidas, quer seja em preparacdes 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 CLAE. Para
0 sucesso desta Ultima, trés procedimentos podem ser utilizados: derivacdo quiral, adicdo 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 derivacdo quiral envolve a reagdo da mistura de enantibmeros com um agente
derivatizante  quiral, enantiomericamente puro, para formar dois derivados
diastereoisomericos. Os diastereoisdbmeros podem, entdo, ser separados usando CLAE no
modo de elui¢do fase reversa ou fase normal. No caso do sulfato de HCQ, hé trés sitios de
formacdo de diasteroisbmeros: o nitrogénio aromatico, o nitrogénio terciario alifatico e o
grupo hidroxila; como demonstrado na figura 3 (DONGRE et al., 2009; CARDOSO, 2006).
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Figura 3 - Sitios de formag&o de diasteroisdbmeros do sulfato de hidroxicloroquina.

Cl

CHs .., _OH

O uso do (+)-di-O-acetil-L-tartarico (DATAAN) como reagente de derivatizacdo foi
primeiramente reportado por Lindner e colaboradores (1991). O trabalho contempla o uso de
DATAAN para a separacdao dos enantiomeros de varios antagonistas [-adrenoceptores,
incluindo propranolol. Ao invés da fungdo amino, a DATAAN reage preferencialmente com o
grupo hidroxila dos B-bloqueadores para formar ésteres, o que justifica 0 seu uso para o
sulfato de HCQ. Estudos ainda demonstram o uso de outros agentes de derivatiza¢do, como o
S-(+)-1-(1-naftil)-isocianato de etilo e S-(+)-1-(1-fenil)-isocianato de etilo (BROCKS,
PASUTTO; JAMALL, 1992).

Na adicdo de aditivo quiral — segundo mecanismo de separacdo enantiomérica —, um
seletor quiral é adicionado a fase mdvel. Os complexos diastereocisoméricos transitorios
formados entre o analito e a fase movel, acrescida do seletor quiral, também podem ser
separados por CLAE no modo de eluicdo fase reversa ou fase normal (CARDOSO, 2006;
BONATO et al., 2005).

O método que utiliza coluna quiral — terceiro e ultimo método aqui apresentado — parece
ser 0 mais aplicado. O procedimento consiste em utilizar um seletor quiral quimicamente
ligado a fase estacionéaria. Métodos recentes utilizam a as-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
enantiosseparacdo (SINGH; KEDOR-HACKMANN; SANTORO, et al., 2006; CARDOSO,
2006; SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; MCLACHLAN et al., 1993; IREDALE;
WAINER, 1992).

O grande impasse encontrado quando no desenvolvimento de métodos analiticos de
separacdo enantiomérica reside na obtencdo dos compostos isolados e com alto grau de
pureza. Substancias quimicas de referéncia de farmacos, metabdlitos e seus respectivos

isbmeros séo caros ou inexistentes. Portanto, alguns estudos utilizam padrdes internos. Ofori-
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Adjei e colaboradores (1986) incubaram os isomeros (R) e (S) da cloroquina separadamente
com microssomas de figado humano, in vitro, produzindo enantibmeros opticamente puros de
metabolitos, subsequentemente utilizados como padrao.

No caso da HCQ, a mistura racémica contém dois isémeros: (-)-(R)-HCQ e (+)-(S)-HCQ.
A metabolizacdo biologica desse farmaco promove a formacdo de trés metabdlitos ativos
principais: desetilcloroquina (DCQ), desetilhidroxicloroguina (DHCQ) e bisdesetilcloroquina
(BDCQ), todos eles, compostos quirais (DUCHARME et al., 1995; IREDALE et al., 1992,
MCCHESNEY, 1983).

Os metodos descritos para a andlise enantiosseletiva da HCQ e de seus principais
metabdlitos, utilizando técnicas por CLAE, apresentam duas etapas de analise. As amostras
compreendem: prepara¢des farmacéuticas, urina, plasma e sangue total.

Outra forma de avaliar a estabilidade de um farmaco é a termodegradacéo.
Frequentemente é capaz de ser mensurada através de termogravimetria, técnica que permite
de avaliar a relacdo de interdependéncia da variagcdo de massa que ocorre na amostra — perda
ou ganho — em funcdo do tempo (a dada temperatura constante) ou da temperatura
(CONCEICAO, 2004). Entretanto, ndo ha, atualmente, informacdes na literatura que abordam

0 comportamento térmico e a estabilidade da forma solida do sulfato de HCQ.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacdo da droga vegetal e padronizacdo do extrato aquoso e seco por
liofilizacéo de Baccharis trimera (LESS.) DC.

4.1.1. Material Vegetal

As partes aéreas de B. trimera foram coletadas ha manha do dia 20 de janeiro de 2011,
na cidade de Campinas, Sdo Paulo, Brasil, segundo as coordenadas geogréaficas: latitude 22°
47'29.29" S e longitude 47° 6' 31.80" W. O material fresco foi aspergido com alcool etilico a
70%, e em seguida seco em estufa de ar circulante durante cinco dias a temperatura de 40°C.
Ap0s secagem, o material foi triturado em moinho de facas (Apado®), com malha de 30 mesh.

A identificacdo do material vegetal foi realizada pelo Centro Pluri-disciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da Universidade de Campinas (UNICAMP),
sendo a exsicata depositada encontrada no herbario da mesma institui¢do, localizada na cidade

de Paulinea-SP, sob niUmero 1286.

4.1.2. Identificacdo quimica de B. trimera

O ensaio de identificacdo por CLAE foi baseado no método de Borgo et al. (2010) e
de Mello e Petrovick (2000). A partir deste, realizaram-se adaptacGes do gradiente da fase
movel, que possibilitaram a identificacdo dos marcadores 3-O-metil-quercetina e quercetina
na droga vegetal.

Para preparacdo da solucdo mde, pesou-se cerca de 1 g da droga pulverizada e
colocou-se em baléo de fundo redondo de 100 mL. Acrescentou-se 1 mL de solugéo aquosa
de metenamina (0,5% p/v), 20 mL de acetona e 2 mL de &cido cloridrico. Realizou-se
aquecimento em banho-maria, sob refluxo, durante 30 min. Apos resfriamento, filtrou-se a
mistura em algodao para baldo volumeétrico de 100 mL. Repetiu-se a operacao retornando
novamente o residuo da droga e o algoddo ao mesmo baldo de fundo redondo, adicionando-se
20 mL de acetona e aquecendo sob refluxo, durante 10 min. Filtrou-se em algoddo para o
mesmo baldo volumétrico de 100 mL. Repetindo-se a etapa anterior (algoddo + 20 mL
acetona + refluxo). Apos a ultima filtragem, o material foi resfriado a temperatura ambiente,

ajustou-se o volume para 100 mL com acetona. Em funil de separagéo, tratou-se 20 mL desta
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solucdo com 20 mL de &gua e extraiu-se com 15 mL de acetato de etila, repetindo-se por trés
vezes, com porg¢des 10 mL de acetato de etila.

As fracOes de acetato de etila foram reunidas, e em seguida, foram lavadas com duas
porcdes de 50 mL agua, transferindo posteriormente a fracdo de acetato de etila para baldo
volumeétrico de 50 mL, completando-se 0 volume com acetato de etila.

A analise foi realizada em cromatografo de alta eficiéncia Shimadzu® com sistema
controlador (Shimadzu SCL - 20VP), bombas (Shimadzu LC - 20AD VP), detector PDA
(SPDM20AVP), auto-injetor (Shimadzu SIL - 20AD VP), forno (Shimadzu CTO - 20A) e 0s
cromatogramas foram determinados através do programa LC — Solution® 1.0. Foram
utilizadas as seguintes condicdes analiticas: coluna fase reversa Shimadzu® C18 (250 x 4,6
mm) de tamanho de particula de 5 pm; sistema de fase moével A (agua:acido acético
95,5:4,5v/v) e B (acetonitrila 100%), com fluxo de 1,5 mL.min"! e volume de injecdo de 10
puL; A=325 nm.

O sistema gradiente utilizado nas anélises das amostras esta descrito abaixo (tabela 2).

Tabela 2 - Sistema de gradiente utilizado para as andlises de identificagdo da droga vegetal
de Baccharis trimera (LESS.) DC. por CLAE.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)
0,01 85 15
15 40 60
18 0 100
21 0 100
24 85 15

4.1.3. Prospeccéo fitoquimica
Para obtencdo da amostra para andlise fitoquimica, o material vegetal seco foi

submetido a infusdo aquosa durante 45 min a 3,3% (p/v). Posteriormente, o0 material obtido
foi resfriado e filtrado a vacuo. O infuso foi particionado seguidamente em acetato de etila e

n-butanol. Aliquotas destas fracdes (cerca de 15 plL) foram submetidas a prospecgao
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fitoquimica efetuada por cromatografia em camada delgada (CCD) usando-se placas de gel de
silica para cromatografia (Macherey-Nagel®). Os reagentes utilizados na caracterizagdo dos
principais grupos metabdlitos secundarios e padres representativos destes grupos estdo

descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Sistemas cromatograficos e reagentes empregados na prospeccao fitoquimica do material vegetal seco
de Baccharis trimera (LESS.) DC..

Classe de Metabdlito Sistema de eluicéo Revelador Referéncia
Alcaléides AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0* Dragendorff Wagner e Bladt (1996)
Cumarina Eter — Tolueno — AcOH 10%?2 UV (365nm) Wagner e Bladt (1996)

) L Wagner e Bladt (1996)

Derivados Cindmicos AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0! NEU

NEU (1956)
. Wagner e Bladt (1996)
Flavonoides AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0! NEU
NEU (1956)
Taninos hidrolisaveis n-BuOH - H,O — AcOH? NEU Xavier (2002)
Triterpenos / Esterdides Tolueno — AcOEt* LB Harborne (1998)

Legenda: ! 100:11:11:27 v/v; 2 50:50:50 v/v; 3 40:50:10 v/v; * 90:10 v/v; AcOEt = Acetato de etila, HCOOH = Acido Fdrmico,
H,O= 4gua, UV= ultravioleta, NEU = acido etilborilaminoestér a 1% em metanol, n-BuOH = n-butanol, LB = Lieberman e
Burchard.

Adicionalmente, para a identificacdo de saponinas foi efetuado o teste de
afrogenicidade que consiste na vigorosa agitacao das solucdes obtidas durante 1 min, seguido
de repouso. A presenca de espuma abundante e persistente apds 15 min de repouso foi o
critério usado para confirmar a presenca de saponosideos (COSTA, 2010). O tempo de

observacdo da altura da espuma persistente foi estendido por 2 h apds o repouso.

4.1.4. Determinacdo da distribuicdo granulométrica da droga vegetal

Para a determinacdo da distribuicdo do tamanho das particulas foram utilizados 25 g
da amostra e equipamento tamisador Bertel®. O ensaio foi realizado em triplicata e seguiu
metodologia descrita pelos métodos gerais da Farmacopeia Brasileira 5% Edicdo (2010).
Foram utilizados tamises padronizados e superpostos em ordem decrescente de tamanho de
poro (850, 600, 425, 250, 150, 90) (BRASIL, 2010). Os dados foram analisados por método
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gréafico, construindo-se histograma de distribuicdo e curvas de retencdo e passagem para
determinacéo do didmetro médio das particulas.

4.1.5. Determinacdes de perda por dessecacéo e teor de cinzas totais da droga vegetal

A analise foi realizada em triplicata utilizando trés pesa-filtros chatos, previamente
dessecados por 30 min nas mesmas condicOes do teste. Foi adicionado cerca de 1 g da droga
vegetal. Os pesa-filtros com as amostra foram levados a estufa a temperatura de 105°C por
periodo de 2 h, sendo posteriormente resfriados a temperatura ambiente em dessecador e
pesados. O procedimento foi repetido até peso constante (BRASIL, 2010).

A quantificacdo do residuo nao volatil do pé de B. trimera foi obtida em triplicata pela
determinacéo de cinzas totais (BRASIL, 2010), sendo os cadinhos previamente calcinados em
mufla e entdo resfriados e pesados. A eles foram adicionados cerca de 3 g de p6 da droga
seca, sendo as amostras carbonizadas em bico de Bunsen e, posteriormente, incineradas em

mufla a 500°C até peso constante.

4.1.6. Determinacao de acidos caféicos da droga vegetal

O método utilizado para doseamento de acidos na droga vegetal seguiu metodologia
descrita por Ferreira (2012).

As condicbes cromatograficas no ensaio de doseamento da droga vegetal foram
detector ultravioleta a 325 nm, coluna C18 (250 x 4,6 mm) de 5 um, mantida a temperatura
ambiente; fluxo da fase movel de 0,6 mL/minuto. Fase mdvel em gradiente, composta de
eluente A (acetonitrila, dgua e acido trifluoracético, na proporcdo de 5:95:0,05) e eluente B
(acetonitrila) com volume de inje¢éo de 10 pL (Tabela 4).

Tabela 4 - Gradiente de Fase mével para doseamento de acidos Caféicos na amostra vegetal
de Baccharis trimera (Less.) DC..

Tempo (min) Eluente A Eluente B

(%) (%) Eluicéo
0-40 100->57 0->43 Gradiente linear
40-45 5720 43->100 Gradiente linear
45-50 0->100 100->0 Gradiente linear
50-60 100 0 isocratica
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As solucdes-amostra foram obtidas pesando-se 1 g da droga seca e moida em béquer
de 50 mL, adicionaram-se 10 mL de mistura de etanol e agua (50:50) e foram submetidas a 40
+ 5°C em chapa aquecedora com agitagdo constante por 10 minutos. O extrato obtido foi
resfriado a 25°C e filtrado em algodédo (50 mg) para baldo volumétrico de 50 mL . O residuo
da droga retido no algodao foi extraido novamente com 10 mL de mistura de etanol e agua
(50:50), e o processo repetido novamente. As duas aliquotas de cerca de 10 mL foram
colocadas no baldo de 50 mL e completou-se o volume com mistura de etanol e 4gua (50:50).
Desta solucdo-méae foram retiradas aliquotas de 1,2 mL as quais foram diluidas em solucdes
de 10 mL (volumétrico) do eluente A da fase movel, obtendo-se uma solucdo amostra de 2,4
mg.mL™,

Para determinacdo da concentracdo de acidos caféicos foi construida uma curva de
calibracdo com &cido clorogénico padrdo (Sigma Aldrich, pureza de 99%) a partir de uma
solugdo mée de 1,12 mg.mL*. A curva analitica foi construida com as concentragdes de 336,
224, 112, 84, 56, 28 e 11,2 pg.mL 2.0 resultado do doseamento foi expresso em gramas de

acido clorogénico por 100 g da droga (%), considerando a perda por dessecagao.

4.1.7. Determinacdo do pH e densidade do extrato aquoso

A obtencéo do extrato de B. trimera foi realizado de acordo com Coelho et al. (2004),
visando a atividade antiartritica evidenciada, associado as atividades anti-inflamatoria e
analgésica também descritas por outros autores (PAUL et al., 2009; GENE et al., 1996).
Realizou-se uma infusdo aquosa da droga vegetal seca na proporcao 3,3% (p/v). Como
controle de qualidade desta etapa do processo foram avaliados o pH e a densidade do extrato

aquoso.

4.1.8. Obtencéao do extrato liofilizado

A obtencdo do extrato seco de B. trimera realizou-se atraves do extrato aquoso,
anteriormente descrito, que foi congelado em ultrafreezer a -90° + 5°C por 24 h, e
posteriormente liofilizado (Liotop®) sob pressdo de 24pumm de Hg; vacuo 220 + 2 VVca. por 96
h. O produto foi acondicionado em frasco-ampola hermeticamente fechados e armazenados

em dessecador de vidro sob vacuo.
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4.1.9. Caracterizacdo térmica da droga vegetal e extrato liofilizado

As curvas de termogravimetria (TG) da drova vegetal foram obtidas por meio de
termobalanca Shimadzu®, modelo DTG 60H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50
mL.mint, sendo a massa das amostras em torno de 6 mg (+ 0,5), acondicionadas em cadinho
de alumina, nas razbes de aquecimento 10°C.min, até 700°C. Os dados termoanaliticos
foram analisados por meio do software TA-60WS® (Thermal Analysis) versdo 2.20 da

Shimadzu®.

4.1.10. Doseamento de Acidos Caféicos por CLAE no extrato liofilizado

O doseamento do extrato liofilizado procedeu com as mesmas condicOes
cromatograficas adaptadas para a droga vegetal, com modificacdo no preparo da amostra.

A solucdo-amostra de extrato liofilizado foi obtida a partir de uma solucdo mée de 100 mg de
extrato liofilizado para baldo de 100 mL em agua, obtendo-se uma soluc¢do de concentracdo de
1 mg.mL?,

O método por CLAE foi validado para a analise quantitativa do 5-CQA, 3,4-diCQA e
4,5-diCQA de acordo com as normas da RDC 899/2003 (ANVISA), adotando os seguintes
parametros analiticos: especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade), limite de deteccdo
(LD) e limite de quantificacdo (LQ) e robustez. A linearidade foi avaliada pelo célculo da
regressao linear, utilizando o método dos minimos quadrados. A precisdo foi avaliada pela
analise do ponto médio da solucdo extrativa, em sextuplicata, no mesmo dia e pela analise
desse mesmo extrato duas vezes em dois dias diferentes, feito por dois diferentes analistas
(precisdo intra-dia e inter-dias). Especificidade foi verificada por determinagdo da
recuperagdo do 5-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 45-diCQA em trés diferentes
concentragOes e pelo calculo do desvio padrdo relativo (coeficiente de variancia). O mesmo
foi realizado para o extrato contaminado com o padréo do material vegetal. A seletividade foi
determinada através da observacdo da pureza de todos os picos, devido a utilizacdo de um
detector DAD. LD e LQ foram calculados através do quociente entre o desvio padrdo do
coeficiente linear de trés curvas de calibracdo obtidas para o teste da linearidade; e a média
dos slopes das curvas obtidas multiplacado por trés e dez, respectivamente. A robustez foi

avaliada modificando o tipo de agitacdo visando a obtencdo da solucdo extrativa. Trés
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diferentes tipos de agitacdo foram aplicados: agitagdo manual, agitacdo magnética e
sonicagdo, através do equipamento Sonicator Limp Sonico®.

Para avaliar se ha diferencas entre os tipos de agitacdo, a comparacao entre as médias
foi realizada utilizando ANOVA one-way. Todos os tratamentos foram realizados com um

intervalo de confianca de 95%.

4.1.11. Determinacgdo da Reologia do extrato liofilizado

A densidade compactada foi determinada através de ensaio com 10 g do extrato seco 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 compactacdes para acomodacdo do p6. Em seguida, foram realizadas 1250
compactacdes. A relacdo entre a massa das amostras e 0 volume ocupado pelo pd, antes e
apos a compactacdo, determinou as densidades aparente (dAP) e de compactacdo (dCP). A
compressibilidade do pd foi avaliada através do Fator de Hausner (FH) e o indice de Carr (IC)
de acordo com as seguintes equacdes: FH = dCP/dAP e IC (%) = (dCP-dAP)/dCP x 100,
respectivamente (WELLS, 2005).

O angulo de repouso foi medido pelo cone de p6 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 célculo da tangente. O tempo de escoamento foi determinado pela medida do
tempo necessario para 0 escoamento de uma quantidade pré-definida de farmaco através do
funil, utilizando-se um cronémetro digital (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995).

4.1.12. Determinacgao da area superficial e porosidade do extrato seco liofilizado

A érea superficial especifica foi obtida através de adsorcéo fisica de nitrogénio sobre o
pé da matéria-prima, pelo método Brunauer-Emmet-teller (BET) (1938). Utilizou-se
analisador de area superficial ASAP 2440 Micrometrics®, munido de software SBET. Foram
pesados aproximadamente 200 mg do extrato liofilizado previamente tratado a 100°C por 5 h,
em estufa, para otimizagdo do processo de adsorcao e posteriormente a mostra foi submetida a

degaiseficacdo por 48 horas a 110°C.

Desenvolvimento de forma farmacéutica sélida associacdo em dose fixa & base do extrato liofilizado de Baccharis trimera (less.) DC. e do
sulfato de hidroxicloroquina como alternativa terapéutica para o tratamento da artrite reumatoide



60

4.1.13. Determinacdo do tamanho de particula por granulometria a laser do extrato seco

liofilizado

Foi utilizado um analisador de tamanho de particula Microtac® S3500. As amostras
foram dispersas em alcool isopropilico na propor¢do 1:2 (mg.mL™). Esta disperséo foi agitada
no banho ultrassonico Unique® mod. USC-14002, com poténcia ultrassonica 135 Watts,
durante 3 minutos antes de ser analisada. Cada analise foi realizada em triplicata.

A técnica utilizada baseia-se em que a luz, ao interagir com a matéria particulada,
pode ser espalhada (mudanca de dire¢do) sem sofrer alteracdo de sua energia (espalhamento
Rayleigh). Este espalhamento é funcdo do tamanho da particula. Portanto, a distribuicdo do
tamanho de particulas pode ser determinada pela analise do espalhamento de luz produzido. O
equipamento Microtrac® S3500 emprega um sistema de trés lasers operando em conjunto com
um arranjo de fotodeteccdo que varre angulos de espalhamento unificado da luz (UST —

Unified Scatter Technique).

4.1.14. Determinagéo da solubilidade do extrato seco liofilizado

Para avaliacdo da solubilidade, pesou-se cerca de 10 mg do extrato liofilizado,
transferindo-o para um erlenmeyer. Adicionou-se, lentamente, os solventes testados (agua
destilada, metanol, etanol, HCI e NaOH 0,1M e solucdo de lauril sulfato de sddio a 1%) até
completa solubilizacdo visual. Quando ndo houve solubilizacdo, mesmo apds o volume final
de 50 mL do solvente, submeteu-se as amostras a sonicacdo por 15 min. Persistindo a nédo
solubilizacdo, adicionou-se o volume de 25 mL do solvente até completa solubilizag&o,
submetendo as amostras a sonicagdo. Ao final da adicdo do total de 100 mL, o ensaio foi
finalizado (BRASIL, 2010).

4.1.15. Determinagéo da higroscopicidade do extrato seco liofilizado

Para determinar a estabilidade dos extratos secos frente a umidade relativa (UR) do
ambiente em que se encontram, foram seguidas técnicas adaptadas de Lemos Senna e
colaboradores (1997) e De Souza e colaboradores (2000).

Amostras de 0,5 g, em quadruplicata, foram acondicionadas em pesa-filtros e mantidas

em dessecador, garantindo a saturacdo de UR constante, em temperatura ambiente. Em
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seguida, as amostras foram submetidas a exposicao de diferentes condi¢des de UR: 28, 74 e
95%, utilizando silica e solugBes salinas de cloreto de sdédio e sulfato de zinco,
respectivamente, para a saturacdo do ambiente. Tais condi¢Ges 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 &gua absorvida (% U) foi calculada em relagdo ao peso, em gramas, da amostra seca (Ps) e
umida (Pu), através da equacao 1: (Eg.1) U = [(Pu-Ps)/Ps*100].

4.2. Caracterizacdo fisico-quimica do farmaco antirreumdtico sulfato de
hidroxicloroquina

4.2.1. Material
O sulfato de HCQ foi adquirido 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.

4.2.2. Caracterizacdo em nivel molecular

4.2.2.1. Ensaio semiquantitativo de solubilidade

O ensaio de solubilidade semiquantitativo do sulfato de HCQ foi realizado segundo a
Farmacopéia Brasileira 5% Edi¢do, onde um grama do farmaco foi submetido aos seguintes
solventes: agua e solucdo aquosa de tampéo fostato em diferentes pHs, acetona, alcool etilico,

alcool metilico, alcool isopropilico e acetona.

4.2.2.2. Espectrofotometria de absor¢édo na regido do Infravermelho (1) 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 foram transferidas diretamente para o
compartimento do dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 16 varreduras
entre 4000 a 650 cm-1 com resolucéo de 4 cm™ (CHAVES et al., 2013).
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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 secdo transversal de 1 cm.

O espectro de espalhamento Raman por transformada de Fourier foi obtido em
espectrémetro Bruker®, modelo Vertex 70 acoplado ao médulo RAM I1, tendo como fonte de
excitacdo um laser de Nd:YAG emitindo em 1064 nm, com 150 mW de poténcia de saida. A
resolugdo espectral foi ajustada em 4 cm™, e a relagdo sinal/ruido foi otimizada fazendo-se
100 varreduras na faixa de nimero de onda de 70 cm™ a 4000 cm™,com deteccdo em 180

graus.

4.2.2.3. Espectroscopia de Massa (EM)

Os espectrometros de massa do sulfato de HCQ foram obtidos em espectrometro de
massa MALDI-TOF Autoflex 111®. Foi realizada a aquisicdo em modo refletido positivo, com
voltagem de aceleracdo de 19 kV e faixa de deteccdo massa-carga entre 200 — 4480. O tempo
de voo foi escolhido como método analisador de massas, realizando o processamento dos
espectros em software FlexAnalysis Versdo 3.0 (Bruker Daltonics®). Para a elucidagdo de
fragmentos da molécula, mdaltiplas ionizacbes foram efetuadas no pico majoritario do

espectrograma de massa obtido.

4.2.2.4. Polarimetria

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

concentracédo a 5% (p/v).

4.2.2.5. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensional (RMN-1H e 13C) e
bidimensionais (COSY e DEPT) foram obtidos em espectrometro Varian® Unity Plus 400
MHz para H e 100 MHz para 13C. As amostras foram solubilizadas em agua deuterada
(D20).
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4.2.3. Caracterizacao em nivel de particulas

4.2.3.1. Determinacéo de higroscopicidade

Para determinar a capacidade de absor¢do 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 exposicao de diferentes condi¢des de UR: 28, 65 e
95% (£5%), utilizando silica gel e solugdes salinas de ureia e fosfato dicélcico,
respectivamente, para a saturacdo do ambiente. Tais condi¢Ges 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 relacdo ao peso, em gramas, da amostra seca (Ps) e

umida (Pu), através da equacao 1.

Equacio 1. "U%=""(Pu-Ps)" /"Ps" "x100"

4.2.3.2. Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC): determinacdo de pureza e ponto de
fuséo

A curvas DSC do sulfato de HCQ foram obtidas utilizando Calorimetro Shimadzu® DSC-
60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 100
mL.min? e razdo de aquecimento de 10°C.min’, 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. As determinagdes foram realizadas em triplicata. Indio e zinco

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

4.2.3.3. Determinacdo de ponto de fuséo por fusidbmetro

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

observar os processos inicial e final do evento de fuséo.
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4.2.3.4. 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 deposicdo 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.

4.2.3.5. Difragéo de raios-X (DRX)

A analise de DRX do sulfato de HCQ foi realizada em difratdmetro D5000 da
SIEMENS®, equipado com &nodo de cobre a uma velocidade de varredura de 1,2°.min-1, na
faixa do angulo 26 de 5° - 45°.

4.2.3.6. 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-1, sendo a massa da amostra cerca de 5 mg (£ 0,05) para
0 sulfato de HCQ, acondicionadas em cadinho de platina na faixa de temperatura de 25 a
600°C na razdo de aquecimento de 10°C.min-1. Antes dos ensaios, a termobalanca foi

verificada com oxalato de zinco.

4.2.3.7. Ensaio quantitativo de solubilidade

A solubilidade do farmaco foi avaliada em solventes organicos, meios aquosos e em
diferentes pHs. A quantificacdo foi realizada por meio de método otimizado no presente
estudo, por CLAE-DAD (item 4.2.5.4). Amostra de sulfato de HCQ foi continuadamente
depositada em tubos de ensaio até formacéo de corpo de fundo persistente e aquecida com o
auxilio de um equipamento banho-maria, com agitacdo 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 solucdo saturada, submetida a determinacéo de teor.
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4.2.3.8. Simulacéo de estudo de dissolucéo intrinseca

O estudo de dissolucdo intrinseca do farmaco foi realizado através de adaptagdes a
metodologia referente ao teor do fa&rmaco contido na forma farmacéutica sélida, descrita em
monografia especifica na Farmacopeia Americana (USP 36 — NF 31, 2013). As alteracdes
consistiram em: uso do método de doseamento otimizado no presente estudo e utilizacdo de
solugdes aquosas em diferentes pH’s como meio de dissolucdo. A ideia foi simular a condigdo
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 condigdes 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 anélises foram
procedidas com amostras de 200 mg de sulfato de HCQ, com tamanho de particula entre 60 e
100 um. Essa situacdo satisfaz a condigdo sink, ja que, durante todo o ensaio, a concentragdo
do meio permanece em uma faixa de saturacdo de 10-15%. Nos intervalos de coleta (5, 15,
30, 45 e 60 minutos); aliquotas de 5 mL foram retiradas e filtradas (em papel-filtro com
tamanho de poro 45 pm) para determinagdo do teor dissolvido segundo o método analitico
otimizado durante o desenvolvimento desse trabalho (item 4.2.5.4).

4.2.4. Caracterizacdo em nivel de aglomerados de particulas

4.2.4.1. Descricdo e tamanho de particula

A matéria-prima foi visualizada macroscopicamente, para verificagdo do aspecto e cor.
Para a determinacéo da distribuicdo do tamanho das particulas do sulfato de HCQ seguiu-se
metodologia descrita anteriormente (item 4.1.4). Foram utilizados tamises padronizados e
superpostos em ordem decrescente de tamanho de poro (600, 500, 250, 150, 90, 44 um)
(BRASIL, 2010).

4.2.4.2. Propriedades de fluxo

A avaliacdo da reologia do sulfato de hidroxicloroquina foi realizada de acordo com a

metodologia previamente descrita no item 4.1.11.
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4.2.4.3. Area superficial e tamanho de poro

A érea superficial especifica foi obtida foi utilizado o método Brunauer-Emmet-teller
(BET) (1938), descrito previamente no item 4.1.12. Foram pesados aproximadamente 100 mg
de sulfato de HCQ, submetidas a degaiseficacdo por 48 horas a 110°C. A analise se deu com

temperatura de atomizagdo 1660°C no fluxo de ar 350 mL/hora.

4.2.5. Caracterizacdo em nivel de teor de 4gua

4.2.5.1. Perda por dessecacéo

A perda por dessecacdo foi realizada conforme metodologia descrita na monografia
especifica na Farmacopeia Americana (USP 36 — NF 31, 2013). Ao fim da analise — realizada
em triplicata — determinou-se a porcentagem de perda por dessecacao através da Equacéo 2,
onde: Pu é peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecagdo; Ps, o peso do pesa-
filtro contendo a amostra ap6s da dessecacdo e Pa, 0 peso da amostra.

Equacio 2. "% =" "(Pu-Ps)" /"Pa" "x100"

4.2.5.2. Balanca de IV

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 balanca do
equipamento e submetidas ao aquecimento peso constante. A analise foi realizada em

triplicata.

4.2.5.3. Determinacdo de agua por Karl-Fischer (método volumétrico)

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

triplicata, conforme metodologia descrita por Vieira e colaboradores (2013).
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4.2.6. Otimizacao de metodo analitico para doseamento do farmaco

O método analitico para quantificacdo do sulfato de HCQ foi desenvolvido a partir de
adaptacGes a metodologia descrita em monografia especifica na Farmacopeia Americana
(USP 36 — NF 31, 2013) referente a quantificacdo do farmaco.

Para a otimizacio do método analitico, foi proposto um planejamento fatorial 3°,
realizando mudancas na concentracdo da composicdo de fase movel, no fluxo e na
temperatura do forno (Tabela 5). O valor do fator de cauda foi utilizado 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.

Em seguida, o método foi covalidado a partir da obtencdo dos resultados dos parametros:
linearidade, repetitividade, precisdo intermediaria e exatidao.

Os dados experimentais das 27 andlises e do planejamento foram processados utilizando o
software marca Shimadzu® Solution LC 1.0 e software Statistica® versio 8.0 (StatSoft®,
Tulsa, USA), respectivamente. Os resultados da validacdo foram tratados por meio do teste t
de Student, e ANOVA One-way Two-way.

A Fase Movel USP é constituida de: agua:metanol:acetonitrila (8:1:1), adicionada de

acido fosforico e de 1-pentanosulfonato de sodio.

Tabela 5 - Descrigdo dos parametros e niveis envolvidos no planejamento fatorial para otimimizagéo do método
analitico de doseamento do sulfato de hidroxicloroquina.

Parametros Nivel 1 Nivel 2  Nivel 3
Proporcao de fase movel 70:30 80:20 90:10
(USP-MP:MeOH) v/iv viv viv
Fluxo de fase movel 0,8 mL 1mL 1,2 mL
Temperatura do forno 30°C 35°C 45°C

Preparo da solucdo-padrdo

Em primeiro lugar, preparou-se uma solugdo do padréo analitico do sulfato de HCQ em
metanol e agua (1:1 v/v), a fim de se obter uma concentragio de 1 mg.mL™. Uma aliquota

desta soluc&o foi diluida em fase mével USP até atingir a concentragio de 0,05 mg.mL™.
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Preparo da solucdo-amostra

A fim de obter uma solugio de 1 mg.mL™, o sulfato de HCQ foi dissolvido em metanol e
agua (1:1 v/ v) e mantidos em agitacdo em, durante 15 minutos. Em seguida, a solucgdo foi
resfriada até a temperatura ambiente e uma aliquota foi diluida em fase moével USP até atingir

a concentracio de 0,05 mg.mL™.

4.3. Estudo de compatibilidade farmaco-excipiente do sulfato de hidroxicloroquina
através de técnicas termoanaliticas

4.3.1. Material

O sulfato de HCQ foi adquirido da FAGRON®, sintetizado pela industria Chongqing®,
lote SQK-120502#7 (pureza de 99,18%). Para o preparo das MB, foram utilizados o0s
seguintes excipientes: celulose microcristalina 200, talco, polivinilpirrolidona (PVP) K-30,
croscarmelose sddica, Starch® (amido parcialmente pregelatinizado), estearato de magnésio,
polietilenoglicol (PEG) 4000, glicolato de amido soédico (GAS), lactose anidra (LA),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e Polyox® (Polioxirano).

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 frascos-ampola.

4.3.2. Método de investigacao da compatibilidade farmaco:excipientes

O fluxograma apresentado na figura 4 apresenta o protocolo utilizado para a realizagdo do
estudo de compatibilidade. Foram realizadas andlises da curva DSC do sulfato de HCQ
isolado e deste em MB. Os valores referentes a temperatura inicial de fusdo (Ti) foram
adotados como indicadores de interagdo farmaco-excipiente. Posteriormente, apos a triagem e
selecdo das misturas, foram utilizadas técnicas complementares para auxiliar na interpretacéo
dos resultados, dentre elas: TG, IV-TF, DR-X e avaliacdo da cinética de decomposicdo

isotérmica do sulfato de HCQ isolado e em MB.
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Todas as analises foram realizadas conforme metodologias descritas na parte experimental
4.2. Para as analises de calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria, utilizou-se o

dobro da massa da mistura binaria em relacdo a massa do farmaco.

Figura 4 - Fluxograma para execucao do estudo de compatibilidade.
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4.3.3. Estudo da cinética de degradacéo térmica do sulfato de HCQ e das MB

O estudo da cineética de degradacao térmica visa a definicdo do prazo de validade estimado
de um material em sua forma solida.

Para a analise da cinética de degradacdo e seus parametros através do método ndo-
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 condigdes e equipamento utilizados na metodologia previamente descrita no item
4.2.3.6; nas razes 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).
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Os mesmos softwares e equipamento foram utilizados para a determinagdo da cinética de
decomposicdo e seus pardmetros através de metodo 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 degradacdo do farmaco isolado, definidas através do método das tangentes e
mantidas em atmosfera de nitrogénio (100 mL.min™) durante o tempo necesséario para uma

perda de massa de 10 + 0,5%

4.4. Obtencao da forma farmacéutica

4.4.1. Material

Para o desenvolvimento da forma farmacéutica, foi utilizado extrato seco liofilizado de B.
trimea L.obtido de acordo com o item 4.1.7 deste trabalho. O sulfato de HCQ foi adquirido da
FAGRON® do Brasil Farmacéutica Ltda., lote 0007HS4RIICX#7 e sintetizado pela indstria
Sanofi-Aventis®. Os excipientes utilizados foram celulose microcristalina 200 (lote
145012388, Microcel®), amido parcialmente pregelatinizado (lote 16910, Starch®), estearato
de Magnésio (lote 255971#6, Magnesia GM®), didxido de silicio coloidal (lote 3158071326,
Degussa®) e talco (lote N-800623, Magnesia GM®). Os equipamentos de produgéo utilizados
foram: Balanga semianalitica (Shimadzu®), Misturador em “V” e Encapsuladeira manual
(Multilabor®).

4.4.2. Desenvolvimento farmacotécnico das capsulas

Para obtencdo da forma farmacéutica com propriedades anti-inflamatorias e antiartritica do
extrato seco de B. trimera L. e a atividade imunomodularora do sulfato de HCQ, as capsulas
foram planejadas para conter 20 mg do extrato liofilizado de B. trimera e 200 mg do sulfato
de HCQ.

A concentragdo do extrato na formulagao foi determinada através do “Guidance for
Industry and Reviewers Estimating the Safe Starting Dose in Clinical Trials for Therapeutics
in Adult Healthy Volunteers” (FDA, 2002). A partir da dose 4,2 mg/kg - antiartritica em
camundongos - foi possivel calcular a dose de 20 mg para seres humanos. Essa concentracao

do extrato liofilizado de B. trimera, apresentou uma reducdo de 75% dos sintomas de artite
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reumatoide, em modelo experimental de artrite induzida por colageno in vivo (COELHO,
2004).

A concentracdo de 200 mg do sulfato de HCQ, definida para formulacdo, é a dose usual de
manutencdo utilizada no tratamento da artite reumatoide. A dose diaria de hidroxicloroquina
de 200 mg foi relatada como sendo tdo eficaz quanto a dose de 400 mg, em um estudo
controlado, duplo-cego, de longo prazo em pacientes tratados para artrite reumatoide
(PAVELKA et al, 1989). Embora os dois grupos apresentassem reducdo significativa da
atividade da doenca, quando se comparou os efeitos colaterais na pele, gastrointestinais, e
oculares, aqueles que receberam 200 mg ao dia desenvolveram um — terco do nimero de
efeitos colaterais comparado aos grupos que receberam 400 mg diarios.

Foram manipulados dois Lotes de Bancada (LBI e LBII) de 30 cépsulas planejadas para
peso médio de conteldo de 322 mg, variando-se apenas o tipo de diluente (tabela 6). Para
uniformizar o tamanho de particula foi utilizado tamis com abertura de malha 590 pum.

Para obtencdo deo LBI, inicialmente foi obtida uma mistura entre o extrato seco de B.
trimera e o didxido de silicio coloidal, por cinco minutos. Em seguida, misturou-se o sulfato
de HCQ com a celulose microcristalina por cinco minutos, na sequéncia foram adicionados o
estearato de magnésio e o talco. Por fim, as misturas prévias foram homogeneizadas. O
produto foi encapsulado em invélucro “0” branco e verde (Capsugel®) e acondicionado em
recipiente de polietileno hermeticamente fechado. Todo o procedimento foi repetido para a
obtencdo do lote de bancada Il, variando apenas o amido parcialmente pregelatilizado como
diluente.

A avaliacdo da reologia dos p6s de cada um dos lotes de bancada foi realizada de acordo
com a metodologia previamente descrita no item 4.1.11.

Os controles de qualidade fisicos dos lotes de bancadas foram realizados de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 5% ed. utilizando o0s seguintes quipamentos: balanca analitica
(Bioprecisa®, FA2104N), desintegrador (Nova Etica®, 301-AC) e aparelho para determinacio
de umidade (Sartorius Moisture Analyzer®).
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Tabela 6 - Porcentagem dos componetes utilizados na formulacéo de capsulas de extrato seco de Baccharis
trimera (Less.) DC. e sulfato de hidroxicloroquina.

Componentes LBI LBIlI
Extrato seco de Baccharis trimera (Less.) DC. 6 6
Sulfato de hidroxicloroquina 62 62
Celulose microcristalina 200 28 -
Amido parcialmente pré-gelatinizado - 28
Dioxido de silicio coloidal 3 3
Estearato de Magnésio 0,7 0,7
Talco 0,3 0,3
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da droga vegetal e padronizacdo do extrato aquoso e seco por
liofilizacéo de Baccharis trimera (LESS.) DC.

5.1.1. Resultados obtidos a partir de analises da droga vegetal

A partir da andlise realizada no ensaio de identificagdo, obteve-se o cromatograma
abaixo (figura 5). Neste é possivel visualizar os picos referentes a quercetina e 3-O-metil-

guercetina, nos tempos de retencdo (Tr) de 14,7 e 15,1 min, respectivamente.

Figura 5 - Cromatograma de identificacdo de Baccharis trimera (LESS.) DC. com os picos referentes a
quercetina e 3-O-metil-quercetina, nos tempos de retencéo (TR) de 14,7 e 15,1 min, respectivamente.
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Os espectros de varredura obtidos por detector DAD dos marcadores indicaram que a
quercetina absorve em 369 nm, enquanto que a 3-O-metil-quercetina tem absorgéo
caracteristica em 355 nm, (figura 6). Esse resultado corresponde aos dados relatados na
literatura (BRASIL, 2010; BORGO et al.,2010).
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Figura 6 - Espectros de absorgdo da 3-O-metil-quercetina (A) e quercetina (B)
no extrato aquoso de Baccharis trimera (LESS.) DC..
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Os resultados obtidos na prospeccéo fitoquimica revelaram a presenca de flavondides,
saponinas, triterpenos, mono, di e sesquiterpenos e derivados cindmicos, a partir da presenca
de bandas correspondentes aos paddes analiticos. Sendo negativo para cumarinas,
leucoantocianidinas, proantocianidinas, taninos galicos, alcaldides. Nenhuma amostra
analisada mostrou a presenca de alcaloide, resultado também obtido por outros autores
anteriormente (MENDES; CARLINI, 2007; TASCHETTO, 2010).

O teste de afrogeniciade foi positivo, onde ocorreu abundancia, persisténcia e altura da
espuma compativel com o método utilizado, indicando a presenca de saponinas (SIMOES-
PIRES et al., 2005).

O resultado do tamanho de particula analisado através do histograma de distribuicdo
granulométrica do po de B. trimera (figura 7) demonstra que as particulas do material vegetal
encontraram-se predominantemente retidas no intervalo entre 250 e 350 um 55% de todo

material.
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Figura 7 - Histograma de distribui¢do granulométrica da droga vegetal Baccharis trimera (LESS.) DC..
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O tamanho médio das particulas determinado a partir do ponto de intersecdo das
curvas de retencdo e passagem foi de 239,5um x 9,7 (CV% 4,0). Seguindo critérios
farmacopeicos, os resultados do ensaio de determinacdo granulométrica classificou o p6 como
semifino. Esta determinacgdo é de extrema relevancia, visto que o estado de divisdo da droga
vegetal é um dos principais fatores que interferem na eficiéncia do processo de extracao.

Os resultados dos testes de determinacdo de perda por dessecacdo e teor de cinzas

totais estdo expressos na tabela 7.

Tabela 7 - Perda por dessecagao e teor de cinzas totais do p6 de Baccharis trimera (LESS.) DC..

Ensaios % + DP*
Perda por dessecacdo 8,5+1,23
Teor de cinzas totais 55+ 0,67

DP*: desvio padréo

A perda por dessecacdo da droga vegetal, indicativo do teor de material volatil do
vegetal e, indiretamente da umidade residual, o qual se encontra dentro do limite estabelecido
pela farmacopeia que € 12% (tabela 7), indicando uma boa conservacdo e uma secagem
eficiente da matéria-prima vegetal. Esta determinacdo é importante para o controle de
qualidade microbiol6gico, pois um excesso de agua na droga vegetal favorece o crescimento
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de fungos e bactérias, podendo também levar a hidrélise de seus constituintes (SHARAPIN,
2000).

O teor de cinzas totais estabelece a quantidade de substancias residuais ndo volateis,
obtidas por incineracdo, representando a soma de material inorganico integrante da espécie
com as substancias aderentes de origem terrosa (BRAGA et al., 2007; SIMOES et al., 2007).
O resultado da determinacdo de cinzas totais também apresenta-se dentro do limite
estabelecido na monografia de B. trimera descrita na Farmacopeia Brasileira que é de 8%
(tabela 7), indicando que a mesma ndo possui excesso de terra e/ou areia.

A curva de calibracdo obtida para o acido clorogénico esta representada na figura8 e o
perfil cromatogréfico da droga vegetal estd representado na figura 9. A concentracdo de
acidos cafeicos foi de 0,9% na droga vegetal. Com base nos tempos de retencdo relativos
descritos para 0 método na Farmacopeia Brasileira 5° edicdo (2010), foi possivel confirmar os
tempos no cromatograma obtido, sendo eles: &cido clorogénico = 1 (Tr = 20,7 min), 3,4-
dicafeoilquinico = 1,45 (Tr = 31,5 min); 3,5=dicafeoilquinico = 1,51 (Tr = 32,8 min) e 4,5-
dicafeoilquinico = 1,54 (Tr = 33,6 min).

Figura 8 - Curva de calibracdo utilizada para calculo dos teores de acidos caféicos.
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Figura 9 - Perfil cromatografico para acidos caféicos da droga vegetal de Baccharis trimera (LESS.) DC..
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Varios trabalhos citam a importancia farmacol6gica desses acidos caféicos, incluindo
atividade anti-oxidante (CHUDA et al., 1996), hepatoprotetora (BASNET et al., 1996),
antibacteriana (SHOLZ; HEINRICH; HUNKLER, 1994), anti-inflamatorios (GONGORA,
2002), e antiviral (MATSINGOU et al., 2000) atribuida a esses derivados do acido quinico,

justificando a utilizacdo destes como marcadores da espécie.

5.1.2. Obtencéo e controle do extrato aquoso

A obtencédo do extrato aquoso por infusdo possibilitou a posterior obtencéo do extrato
seco a ser utilizado como matéria prima para obtencao de formas farmacéuticas solidas. Nesse
sentido o controle desta etapa se faz de extrema relevancia. A extragdo permitiu a obtencao de

3 L de extrato aquoso com pH de 5,38 e densidade de 1,06 g.mL™.

5.1.3. Obtencéo do extrato seco liofilizado

A partir do processo de secagem por liofilizacdo do extrato aquoso, obtido possivel
obter extrato seco com um rendimento de 9% (p/p). Rendimento semelhante foi encontrado

no trabalho de Coelho et al. (2004), que utilizou 0 mesmo procedimento para obtencdo do
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extrato liofilizado que, posteriormente, foi testado em relacdo a atividade antiartritica da

espécie.

5.1.4. Caracterizacao térmica da droga vegetal e extrato seco liofilizado

A curva de TG da droga vegetal de B. trimera apresenta um primeiro evento de perda
de agua na faixa de 27-100°C (Am = 7,6%). A decomposi¢do térmica se inicia por volta de
230°C com o percentual de perda de massa total de 64% até a temperatura final de 800°C. A
analise térmica do extrato liofilizado de B. trimera demonstrou um perfil térmico
diferenciado. Inicialmente ndo foi observado o evento de perda de 4gua até 100°C, mostrando
a eficiéncia do processo de secagem. A decomposicdo térmica apresentou dois eventos
degradativos, o primeiro entre 160 e 181°C e o segundo na faixa de 251 e 312°C,
evidenciadas pelos declives da curva de TG. O primeiro evento de degradacdo mostrou-se

antecipado se comparado ao inicio da degradacdo da droga vegetal (figura 10).

Figura 10 - Curvas de TG e DTG da droga vegetal e extrato seco por liofilizacéo
de Baccharis trimera (LESS.) DC..
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Este resultado é de extrema importancia para o planejamento do processo produtivo de
formas farmacéuticas solidas a partir desse extrato, pois evidencia a necessidade do controle

de temperatura durante o processo de armazenamento e producao.

5.1.5. Resultados obtidos a partir de anélises do extrato seco liofilizado

No doseamento de &cidos caféicos do extrato seco todos 0s compostos mostraram

linearidade adequada para a quantificagdo. As equacdes lineares e os valores de R? obtidos
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estdo demonstrados na tabela 8. A repetibilidade, baseada em seis amostras de cada residuo,
foi analisada por CLAE e o desvio-padréo relativo dos contetidos de cada constituinte variou
entre 3,11 e 3,73%. O conjunto de valores das variagdes entre-dias e inter-dias dos quatro
mais importantes analitos do extrato liofilizado de B. trimera foram tratados por ANOVA
one-way e os resultados expressos na tabela 9. Os resultados obtidos para o parametro
robustez para diferentes tipos de agitacdo foram estatisticamente analizados por ANOVA one-
way para avaliar a diferenca entre as médias. Todos os dados foram analisados separadamente
e assim, os valores de Fcal (com 0,95 de intervalo de confianca) demonstraram-se menores
que os valores de Ftab o que consiste em dizer que qualquer tipo de agitacdo pode ser
utilizada para a obtengédo da solugéo extrativa.

Tabela 8 - Equagdes de regresséo, determinacao dos limites de deteccdo e quantificacdo por CLAE dos acidos
caféicos presentes do extrato liofilizado de Baccharis trimera (LESS.) DC..

. 1 ) LD LQ

Composto Equacao linear R (mg/mL) (mg/mL)
Acido 5-cafeoilquinico f(x) = 223028,88 x — 44767,86 0,996 0,30 1,00
Acido 3,4-dicafeoilquinico f(X) = 265491,29 x — 5612,43 0,998 0,61 2,05
Acido 3,5-dicafeoilquinico f(X) = 612543,77 x — 24339,46 0,994 0,65 2,19
Acido 4,5-dicafeoilquinico f(x) = 243624,90 x — 18684,20 0,992 0,63 2,10

Tabela 9 - Resultados de precisdo para o método de quantificacdo de acidos caféicos presentes no extrato
liofilizado de Baccharis trimera (LESS.) DC..

Composto Precisdo Entre-dias Precisdo Inter-dias

F cal F tab F cal F tab
Acido 5-cafeoilquinico 0,183502  18,51282 1,171079 18,51282
Acido 3,4-dicafeoilquinico 0,183502  18,51282 1,171079 18,51282
Acido 3,5-dicafeoilquinico 0,399359 18,51282 5,989541 18,51282
Acido 4,5-dicafeoilquinico 3,960243 18,51282 0,403206 18,51282

A padronizagdo obtida para esse extrato € 0,2 mg de &cidos cafeicos em 1g do extrato
de extrato seco.

Na determinacdo das propriedades reoldgicas, o extrato seco por liofilizacdo de B.
trimera apresentou-se como um p6 de bom escoamento quando relacionado apenas o angulo
de repouso. Considera-se que um po6 tem boas propriedades de escoamento quando possui
angulo de repouso igual ou inferior a 30°. Angulos superiores a 40° sugerem dificil fluxo
(PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995). O tempo de escoamento do pd apresentou-se como
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infinito, j& que o extrato é bem aerado, com grande &rea superficial, o que resulta em grande
variacdo entre a densidade aparente e compactada do extrato seco.

Wells (2005) classifica os pds de acordo com o indice de Carr como: fluxo excelente
(5-15%); fluxo bom (12-16%); favoravel a intoleravel (18-21%); fluxo fraco (23-35%); muito
fraco (33-38%) e fluxo extremamente fraco (maior que 40%). Ainda segundo esse autor, pds
com fator de Hausner menor que 1,25 indicam bom fluxo e acima desse valor, mau fluxo. Os
indices de Carr e fator de Hausner obtidos no teste demonstram que o p6 de B. trimera
necessita de excipientes como diluentes e lubrificantes que incrementem suas propriedades de
fluxo para obtencdo de forma farmacéutica solida, visto suas caracteristicas de fluxo muito

fraco, inerentes a um extrato vegetal seco obtido por liofilizacdo (tabela 10).

Tabela 10 - Propriedades reoldgicas do extrato seco de Baccharis trimera (LESS.) DC..

Propriedades Média
Densidade aparente 0,24 g.mL™?
Densidade compactada 0,38 g.mL*
Fator de Hausner 1,60
indice de Carr 37,36
Angulo de repouso 27,81°
Tempo de escoamento Infinito

Os métodos que utilizam a adsorcao fisica de gases sao frequentemente utilizados para
determinar a distribuicdo 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).

Durante a determinacdo da area superficial e porosidade do extrato seco, a amostra
analisada seguiu a isoterma de BET apresentando linearidade segundo o modelo proposto
para célculo da area superficial. A faixa de aplicacdo da isoterma de BET € valida para a
determinacdo de microporos e mesoporos (NERY et al.,, 2008), aplicando-se a amostra
analisada.

Os resultados obtidos afirmam que o produto analisado possui mesoporos, pois a area
superficial definida foi de 61,82 m?.g?, com volume e tamanho de poro de 0,055 cmi.g? e

35,48 A, respectivamente.
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Considerando o pardmetro molhabilidade das particulas, em virtude do tamanho dos
poros e da elevada area superficial, defini-se que o extrato seco obtido possui caracteristicas
adequadas para ser utilizado como insumo vegetal na obtencdo de formas farmacéuticas
solidas.

A granulometria de pés, aliada a outras propriedades fisicas, permite inferir sobre a
influéncia destas caracteristicas nos processos de desenvolvimento de um produto
farmacéutico. Os dados da analise de distribuicdo granulométrica mostraram que a amostra
apresentou diametro meédio das particulas de 188,6 um, que poderia ser classificado como um

po6 fino se a metodoligia utilizada fosse farmacopeica (figura 11).

Figura 11- Distribuicdo do tamanho de particulas do extrato liofilizado de Baccharis trimera (LESS.) DC..
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Logo, neste caso, prevé-se que as particulas terdo maior propensdo a adsorcdo de
umidade e, por conseguinte, podem levar a formacdo de aglomerados de particulas
(BELLAMY et al., 2008).

Segundo o estudo de solubilidade do extrato seco frente ao metanol e etanol, o insumo
vegetal mostrou-se muito pouco solivel e/ou praticamente insoltvel, devido ao tipo de
solvente utilizado para desenvolvimento do extrato aquoso.

As analises de solubilidade sdo validas para a temperatura de 25 °C, podendo justificar
0 termo pouco soluvel para a agua. A utilizacdo de um tensoativo, lauril sulfato de sodio,
favoreceu ao extrato seco um incremento de solubilidade, devido ao aumento da
molhabilidade gerada pela quebra da tenséo superficial da agua.

O extrato seco de mostrou ser mais solivel em NaOH 0,1M do que nos outros
solventes testados. Podendo ser justificado pela predominancia de substancias de carater
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acido, como por exemplo, os polifendis, pois 0 mesmo ndo foi observado com a solucdo

aquosa de HCI 0,1M. Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 11.

Tabela 11 - Solubilidade do extrato liofilizado de Baccharis trimera (LESS.) DC. em diferentes solventes.

Solvente Volume gasto Termo descrito
Agua 2,0 mL Pouco solvel
NaOH 0,1M 0,5mL Ligeiramente sollvel +++
Lauril sulfato de sédio 1% 1,0 mL Ligeiramente solGvel +
HCI 0,1M > 100 mL Praticamente insolUvel ou insolvel
Metanol 75 mL Muito pouco soluvel
Etanol 75 mL Muito pouco soluvel

+ = ligeiramente soluvel, +++ = ligeiramente a solGvel (Brasil, 2010)

A umidade é um fator que influencia a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica
dos materiais sélidos pulverulentos, aléem de poder afetar as caracteristicas reoldgicas do
produto que sdo esséncias no desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica sélida
(CHAVES; COSTA; FREITAS, 2009).

As propriedades higroscopicas do extrato liofilizado da Baccharis trimera L. foram
determinadas pela sorcdo de agua em diferentes condi¢cdes de umidade. As curvas de sorcao
de umidade em funcdo do tempo obtidas para UR de 28, 74 e 95% estdo representadas na

figura 12.
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Figura 12 - As curvas de sor¢do de umidade do extrato liofilizado de Baccharis trimera (LESS.) DC..
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Verificou-se que a absorcdo de umidade pelas amostras testadas variou em funcéo do
teor de umidade do ambiente e do tempo de exposicdo do extrato a determinada umidade,
observando um aumento da umidade absorvida a medida que se aumentou as condicdes
supracitadas. Houve, ao fim de 14 dias, um aumento de aproximadamente 1,8 e 3,0% do peso
das amostras nas condicdes de 74 e 95% de UR, respectivamente, proveniente de absorcao de
agua. Os resultados garantem uma adequada seguranca quanto a estabilidade fisico-quimica
do extrato seco frente a umidade, ja que, mesmo em condicfes extremistas de UR, o ganho de
peso devido absorcdo de dgua ndo é tdo significativo e inferior aos 12% estabelecido como
limite maximo de umidade (BRASIL, 2010).

Quanto a condicdo de 28% de UR, por se tratar de silica, ha uma reducdo do peso das
amostras, explicada pela capacidade de sorcdo de agua pela silica. Aproximadamente 0,09%
de agua foi absorvida pela silica ao fim do experimento. Tal resultado corrobora o habito de
se estocar 0 extrato seco em dessecador contendo silica uma vez que, ao fim de 14 dias, a
perda de agua pelo extrato seco ainda ndo havia alcangado um patamar constante. Assim, a
estocagem e armazenagem do pé seco nessas condicdes séo, entdo, recomendadas.

Vale salientar que os valores de higroscopicidade obtidos ndo devem ser considerados
absolutos, visto que as amostras foram expostas a condic¢des extremas de UR e ndo estavam

acondicionadas em embalagem primaria.
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5.2. Caracterizacdo fisico-quimica do farmaco antirreumatico sulfato de
hidroxicloroquina.

5.2.1. Caracterizacdo em nivel molecular: Identificagdo quimica

A identidade do sulfato de HCQ pbdde ser comprovada através da corroboracdo dos
resultados obtidos das diversas metodologias aplicadas. Para isso, foram utilizadas:
espectrofotometria de absorcao 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, 0s
espectrofotobmetros de 1V 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 distin¢cbes 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 variacdo da polarizabilidade. Dessa forma, os espectros de Raman e 1V 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 vibracfes assimétricas e grupos
polares fornecem bandas de absorcdo mais intensas no IV (STEPHENSON et al., 2001;
SPONG et al., 2004;).

O espectro de absorcdo na regido do IV do sulfato de HCQ (Figura 13.a) apresenta
picos caracteristicos dos seus principais grupos funcionais. Foi possivel observar: a
deformacdo axial do &lcool (—OH) e deformacbes N-H, tipicas de aminas secundarias e
tercidrias; as bandas referentes aos estiramentos das ligagbes C-H estdo na regido
compreendida entre 3100 e 2500 cm, estando sobrepostas por uma banda alargada referente
a interagdes intermoleculares entre as ligaces de hidrogénio; as bandas especificas
relacionadas as deformacgdes simetrica e assimétrica (S=O, oriundas do sulfato); além do pico
caracteristico do halogénio ligado ao 4&tomo de carbono (C-Cl). Néo foi possivel distinguir e
especificar as bandas especificas de hidrogénios aromaticos e da deformacéo axial da ligacao
C-N, devido a intensa sobreposicdo de picos (regido entre 950 — 1150 cm™). A tabela 12

mostra as principais bandas relacionadas aos respectivos tipos de vibracdo da ligacdo, regido
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esperada e grupos funcionais. A enumeragdo correlaciona os valores das bandas e suas

respectivas posi¢des no espectro.

Tabela 12 - Correlagdo entre as bandas, tipos de vibracéo da ligacdo e seus respectivos grupos funcionais, obtido
do espectrograma de infravermelho do sulfato de hidroxicloroquina.

Banda (cm™) Tipo de Vibracéo da Ligacéo Regi&o Esperada Grupo Funcional

A —3202 Deformacéo axial -OH 3584 — 3650 cm? Alcool
Deformagdo axial N-H de o
B - 3028 . 3310 -3350 cm™* Anel heterociclico
heteroatomo

Deformacdo axial C-H de .
C-2970 . 2950 — 3100 cm™* Esqueleto aromatico
compostos aromaticos

Deformacdo axial do anel (bandas Compostos
D-1611 1580 — 1670 cm'* )
do esqueleto) C=C e C=N aromaticos e alcenos
E - 1365 Deformacdo axial assimétrica S=0O 1177 — 1386 cm'* Sulfato
F—1342 Deformagdo axial simétrica S=0O 1177 — 1386 cm'* Sulfato
G-822 Deformacdo axial C-Cl alifatica 550 — 850 cm* Cloro

A varredura espectrofotomética do sulfato de HCQ (Figura 13.b) mostrou 5 méximos
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 Gltima e maior
delas ¢ atribuida ao grupo quinolinico (USP 36 — NF 31, 2013; ARGUELHO, ANDRADE &
STRADIOTTO, 2002).
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Figura 13 - (a) Espectro de absorcdo na regido do infravermelho e (b) Espectro de absor¢do na regido do
ultravioleta do sulfato de hidroxicloroquina.
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A interacdo da molécula de HCQ com o anion sulfato e com as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares foi observada na regifo entre 2250 — 2750 cm™. O deslocamento e somagio
das bandas de amina e hidroxila sugerem que as ligacdes 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™™.
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Figura 14 - Espectro de Raman do sulfato de hidroxicloroquina.
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Os espectros de RMN de **C e 'H do sulfato de HCQ possibilitaram a elucidagio da
sua estrutura quimica. A partir desses resultados, foi verificada a presenca de 19 atomos de
carbono com base no espectro de RMN *3C (tabela 13). E notdrio 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 &tomos de
maior eletronegatividade.

Os resultados obtidos por RMN *3C foram confirmados por RMN *H (tabela 13), ja
que, foram observados cinco deslocamentos quimicos entre 7 e 8 ppm, relativos aos
deslocamentos de hidrogénios aromaticos, geralmente nesta faixa (CARAMORI; OLIVEIRA,
2009).
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Tabela 13 - Deslocamentos quimicos de 13C e 1H para o sulfato de hidroxicloroquina
dissolvido em &gua deuterada (D20).

. Deslocamento ) Deslocamento Multiplicidade
Tipos de 13C ) Tipos de 'H ) o
quimico (ppm) qguimico (ppm) dos sinais

C19 7.857 Arométicos
C12 18.577 H2 8 Dubleto
Cl4 20.056 H5 1.7 Dubleto
C13 31.713 H8 7.18 Dubleto
C15 48.248 H6 7.05 Duplo dubleto
Cl1 49.495 H3 6.57 Dubleto
C18 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
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 consonancia com
aqueles observados por Dongre e colaboradores (2009).

O EM da HCQ (Figura 14) 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, ja que a massa molecular do HCQ
é 335,17 g/mol. A fonte de ionizagdo utilizada foi o MALDI na frequéncia de 100 Hz,
ocorrendo uma fragmentacdo do ion parente na fonte, podendo ser observado o perfil de
fragmentacéo 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 ionizagao de seus grupamentos polares

mais externos, bem como, dos ligantes das aminas secundarias.
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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
degradacdo através de mdltipla ionizacdo do pico majoritario. A técnica proporcionou a

elucidacdo de alguns dos principais fragmentos da molécula do HCQ base livre (Tabela 14).

.Figura 15 - Espectro de massa da HCQ e estrutura quimica da hidroxicloroquina base livre.
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Tabela 14 - Fragmentos da hidroxicloroquina base livre obtidos através de ionizagdo do pico majoritario.

Foérmula Estrutural Massa Molecular Estrutura

'
CisH2sN3O* 302,22 7 NY\/\ﬁ/\
S ‘ CHy bon

Cl
i,
C16H23CINs* 292,16 P W
N\ | CHgy K

Cl

iz

C1aH16CIN,* 247,10 / ”\(\/

Na CH,

cl
C18H»5CINg* 318,17 7 H\(\/\ﬁ
N S | CHg Q

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

do material. O resultado para a rotagdo especifica (aD=0,03) evidencia que ndo ha desvio
algum da luz polarizada, comprovando a proporcdo equimolar dos isémeros da HCQ
(SOLOMONS; FRYHLE, 2005).

Em relacdo a identificacdo da molécula quanto a sua solubilidade em determinados
solventes, foi observado através do ensaio de solubilidade semiquantitativo que o sulfato de
HCQ apresenta problemas de solubilidade em solventes organicos. Em contrapartida, é
facilmente solGvel em agua e em solug¢bes aquosas com pH entre 2,0 e 8,0; como visto na
tabela 15.
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Tabela 15 - Solubilidade do sulfato de hidroxicloroquina em diferentes solventes e pH’s.

Solventes Volume Utilizado Solubilidade
Agua <1mL Facilmente Soldvel
Solucéo pH 2 <1lmL Facilmente Sollvel
Solucdo pH 6,6 <1lmL Facilmente Sollvel
Solucdo pH 7,0 <1lmL Facilmente Sollvel
Solucdo pH 7,6 <1lmL Facilmente Soluvel
Solucdo pH 8,0 <1lmL Facilmente Soluvel
Alcool Metilico (metanol) <1000 mL Pouco Soldvel
Alcool Etilico (etanol) <1000 mL Pouco Solavel
Alcool Isopropilico < 1000 mL Pouco Soldvel
Acetona <1000 mL Pouco Soluvel

Observada a sua alta solubilidade em &gua, deve-se analisar condigcdes 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.

5.2.2. Caracterizacdo em nivel de particulas

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

O comportamento higroscépico do sulfato de HCQ foi evidenciado em relacdo a
porcentagem de agua adsorvida na amostra do farmaco. A figura 16 traz a representacao

gréfica dessa capacidade de sorcdo/dessorcao de agua durante o estudo.
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Foi verificado que a adsorcdo de agua pelas amostras variou em fungdo das condigdes
do ambiente e do tempo de exposigéo.

Figura 16 - Comportamento higroscopico do sulfato de hidroxicloroquina em diferentes condi¢des de umidade.
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Na condicdo de 28% de UR, foi possivel identificar o equilibrio de sorcdo e dessorcao
de &gua, 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 condicGes de UR (65% e 95%), houve ganho de peso, traduzindo-se em agua
adsorvida. Os valores maximos observados foram de 1,28 e 1,81% para as condic¢Ges de 65 e
95% UR, respectivamente. Entretanto, o aumento de peso ndo foi considerado significativo
uma vez que, mesmo em condigdes drasticas de UR, a quantidade residual de umidade néo 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¢6es extremas de UR, sem a prote¢édo
de uma embalagem primaria.

O ponto de fusdo foi determinado a fim de avaliar a pureza do sulfato de HCQ. Para

tal, duas diferentes técnicas foram realizadas: fusibmetro e DSC. De fato, as informac6es
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adquiridas demonstraram-se consonantes, sendo o grau de pureza calculado pelo DSC, de
maior confiabilidade.

A faixa do ponto de fusdo foi determinada através da utilizacdo de fusibmetro. Com o
auxilio da ocular e de termdmetro, pdde-se observar o inicio do evento endotérmico em,
aproximadamente, 238°C. Logo ap0s ser possivel observar a fusdo, ao atingir a temperatura
de cerca de 243°C, o material passou a ter coloragdo negra, sugerindo possivel degradacéo
conseguinte a fusdo da matéria-prima (figura 17.a). De fato, essa informacdo 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% para este farmaco com o auxilio do Software TA-60 versdo 1.0 (Shimadzu®,
Kyoto, Japan). Este valor encontra-se de acordo com 0 que preconiza a Farmacopeia
Americana que determina uma especificacdo 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 (DSCpico=244°C) correspondendo ao processo de fuséo 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-
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 Gltimos
eventos de perda de massa sdo também endotérmicos e evidenciados pela primeira derivada
da curva termogravimétrica (Figura 21). O terceiro e quarto eventos ocorrem nas faixas entre
290,22-311,61°C e 329,18-341,10°C.
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Figura 17 - a) Capilares utilizados no fusidmetro; b) Curva DSC do sulfato de hidroxicloroquina.
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A estrutura dos materiais solidos é resultado da natureza de suas ligacdes quimicas, a
qual define sua distribuicdo espacial. Um material cristalino, independente do tipo de ligacao
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 difracdo de raios-X é uma técnica de grande versatilidade 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 informacdes 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 secundarios 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.

(o]
10000 17,18

8000

6000 17,24°

4000

Intensidade

2000

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 informag6es
detalhadas do estado de cristalizacdo. Com aumentos de até 300.000 vezes, consiste em

ferramenta importante na deteccdo de mudancas cristalinas em decorréncia de variacdes dos
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processos de sintese ou do processamento farmacéutico, o que pode vir a formar outras
polimérficas do farmaco (RIBEIRO et al., 2003).

Esses resultados tém influéncia significativa na solubilidade e permeabilidade
intrinsecas do farmaco e, principalmente, na procura por formas polimorficas. Em associagédo
a técnicas analiticas como DSC e TG, € possivel gerar robusto dossié sobre a caracterizacao
cristalina da amostra (SOARES-SOBRINHO et al., 2010).

O uso da analise termogravimétrica foi indispensavel na elucidacédo da degradacéo da
HCQ frente a temperatura. A TG mede as alteracbes da massa da amostra em funcdo do
tempo ou temperatura. Os processos de dessolvatacdo ou de decomposi¢cdo sdo muitas vezes
acompanhados através desta analise. A comparacao dos resultados de TG e DSC, obtidos em
condicdes semelhantes, pode ser de grande valia para a interpretacdo dos processos térmicos.

A curva TG do sulfato de HCQ esta apresentada na figura 20. Foram observados trés
eventos de perda de massa ao longo da analise. O primeiro, concomitante ao final do evento
relativo a fusdo 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 sdo mais bem evidenciados com a utilizacdo da derivada da curva
TG (DTG).

Figura 20 - Curva TG\DTG do sulfato de hidroxicloroquina.
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Durante a anélise da cinética da reagdo sob condi¢des ndo-isotermais, percebeu-se que,
com o0 aumento da razdo de aquecimento, ha o aparecimento de um novo evento. A alteracao
do comportamento térmico do farmaco pode ser visualizada nas seguintes razbes de
aquecimento: 20 e 40 °C.min, sendo mais bem evidenciado por esta ultima, razdo pela qual
ela foi escolhida para caracterizar este novo evento (figura 21). O quarto evento tem seu inicio
em 439,85 °C e término em 460,57°C, resultando em uma perda de massa de 7,53% (DTGpico=
450,83°C) da massa inicial.

Figura 21 - Curva TG/DTG do sulfato de hidroxicloroquina (B = 40 °/min).
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A dissolucdo pode ser definida como o processo pelo qual o farmaco é liberado de sua
forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo. A dissolucéo do
farmaco nos fluidos gastrointestinais é pré-requisito para a absorcdo, seguida da sua
distribuicdo pela circulagdo sisttmica. Em parte, a dissolu¢do depende do meio que o rodeia.
Testes de dissolugéo in vitro é ferramenta imprescindivel para controle de qualidade em
diferentes estagios de ciclo de vida de um medicamento (AZAMI, ROA & LOBEMBERG,
2007).

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

Corroborando com o ensaio semiquantitativo de solubilidade, foi observado que, em
dgua e nas solucdes aquosas de diferentes pH’s, as particulas apresentaram grande

solubilidade, mostrando que, mesmo em excesso, 0 material foi solubilizado apos o teste.
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Dessa forma, foi decidido quantificar apenas o teor daquelas amostras onde o sulfato de HCQ
demonstrou-se muito pouco sollvel. Os resultados estdo sumarizados na tabela 16.

Diante da existéncia de método descrito por compéndios oficiais, 0 presente estudo
propds pequenas alteracdes no pH do meio aquoso de dissolucao. Tais alteracfes basearam-se
na obtencdo de solugdes-tampéo capazes de simular as condigdes do trato gastrointestinal e
utiliza-las como meios de dissolugdo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). Os resultados
obtidos foram comparados através da eficiéncia de dissolucdo (ED), calculada a partir da

equacdo 3 (Onde: ASC ¢ a area sob a curva do tempo que se deseje avaliar e ATG, a area total do

grafico).
Equagéo 3. ED= l’;’i::'xlnu
Tabela 16 - Solubilidade do sulfato de hidroxicloroquina em diferentes solventes.
Solvente Concentragéo (ug.mL™?) 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 dissolugdo 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 dissolucdo influenciou consideravelmente a
concentracdo 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 estdo sumarizados

na tabela 17.
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Tabela 17 - 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

Devido a grande semelhanca dos resultados, observou-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 absorcdo
sistémica é necessario garantir que nao haja interacdo entre ele e os demais componentes de
uma formulagdo, como os excipientes, por exemplo. A ED consiste na avaliacdo integral
comparativa da ASC do perfil de dissolugcdo em relacdo 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; comparacdo entre diferentes
formulagGes, no caso de estudos de bioequivaléncia (MAHLE et al., 2007).

De fato, a ED possibilitou a diferenciacdo dos resultados (Tabela 18). Foi observado
que, em 5 minutos, a ED para o pH 1,2 é quase quatro vezes maior que as demais. Também
foi observado que em 30 minutos, os valores de ED s&o bastante semelhantes, confirmando a
hipdtese citada acima. Assim, os resultados obtidos fornecem a informacéo de que o intervalo
critico de tempo para a dissolucao do farmaco € de apenas 5 minutos, valor bastante pequeno,
comprovando a grande solubilidade aquosa do sulfato de HCQ em diferentes pH’s e,

principalmente, em meio &cido.
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Tabela 18 - Eficiéncia de dissolucéo para o sulfato de hidroxicloroquina nos tempos 5 e 30 minutos, em
diferentes condi¢6es de pH.

pH EDsmin (%) ED30min (%)

12 443 46,83
66 096 41,16
70 077 38,65
80 166 41,12

5.2.3. Caracterizacao em nivel de aglomerados de particulas

O entendimento sobre os p6s permite qualificar e quantificar fatores que ndo podem
ser negligenciados durante o desenvolvimento de formas farmacéuticas. Isso exerce influéncia
na alimentacdo uniforme das maquinas e nas propriedades fisicas e mecanicas dos
comprimidos (MARSHALL, 2001).

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

Por meio da distribuicdo granulométrica realizada, pdde-se observar que matéria-
prima apresenta prevaléncia de suas particulas distribuidas no intervalo entre 60 ¢ 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 é de aproximadamente 77 pm (Figura 22.b). Portanto, de acordo com a
Farmacopéia Brasileira 52 edicdo, pode-se classificar a matéria-prima utilizada como um po
finissimo, visto que praticamente todas as particulas passam pelo tamis com abertura nominal
de malha de 125 pum e de acordo com o grafico de barras da reparticdo granulométrica que
simula uma distribuicdo 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
feita. Essas situacfes podem ser etapas limitantes no desenvolvimento de formas
farmacéuticas sélidas, principalmente comprimidos, uma vez que o material pode obstruir a

maquina compressora ou gerar problemas de uniformidade de conteudo.
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Figura 22 - a) Reparticdo granulométrica; (b) tamanho médio de particula do sulfato de hidroxicloroquina.
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Os resultados obtidos no estudo de reologia do sulfato de HCQ (Tabela 19) indicam

que a matéria-prima tem bom fluxo e caracteristicas de compactacdo, ndo necessitando da

incorporacéo de adjuvantes deslizantes, como o aerosil® 0,2% (WELLS, 2005).

Tabela 19 - Propriedades reol6gicas do sulfato de hidroxicloroquina.

Propriedades Média
Densidade aparente 0,77 g.mL*?
Densidade compactada 0,83 g.mL*?
Fator de Hausner 1,08

indice de Carr 7,22
Angulo de repouso 6,28°
Tempo de escoamento <l1s

A éarea superficial de particulas pode estar relacionada as propriedades fisico-quimicas

e farmacodinamicas de um insumo farmacéutico ativo. Ela pode interferir, tanto na liberacao

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

determinacdo do volume de nitrogénio adsorvido, a diversas presses relativas, na

temperatura do nitrogénio liquido (LIMA, 2000).
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Foi observado que o sulfato de HCQ possui mesoporos por apresentar tamanho de
poro de aproximadamente 226.828 A. Esse tamanho de poro é adequado para a obtencio de
formas farmacéuticas solidas, uma vez que encontra-se na media de valores que indicariam
incapacidade de solubilizacdo devido ao pequeno tamanho de poro (microporo) e problemas
de consolidacdo de particulas devido grande tamanho do poro (macroporo) (NERY et al.,
2008; LIMA, 2000).

Os resultados 0,73 m2/g, 0.000264 e 0.000099 cm3/g expressam a superficie especifica
e volume de poros e microporos, respectivamente. Tais valores entram em consonancia com
os resultados obtidos na investigacdo das propriedades reoldgicas, sugerindo que ndo ha
necessidade da adi¢do de adjuvantes que promovam o incremento da area superficial e, por

consequéncia, da solubilidade.

Tabela 20 - Pardmetros avaliados pelo ensaio de adsor¢do de nitrogénio na determinacéo de superficie especifica
e tamanho de poro do sulfato de hidroxicloroquina.

Superficie especifica—  Volume de poros Volume de

BET (m?%g) (cm?/g) microporos (cm®g) Tamanho de poros (A)

0.73 m3/g 0.000264 cm?3/g 0.000099 cm?/g 226.828 A

5.2.4. Caracterizacdo em nivel de teor de agua

A determinacdo da umidade residual em matérias-primas é ensaio de grande relevancia
na producdo de medicamentos. O alto teor de agua propicia a proliferacdo de micro-
organismos; possibilita a degradacdo de principios ativos pelos processos de hidrélise e
influencia a qualidade farmacotécnica dos materiais solidos pulverulentos, podendo afetar, em
especial, suas caracteristicas reoldgicas e a estabilidade fisico-quimica (GARCIA-AMOEDO;
ALMEIDA-MURADIAN, 2002).

Diversos métodos analiticos podem ser empregados na determinacdo de umidade
residual. O presente estudou destacou as seguintes tecnicas: determinacdo de perda por
dessecacdo, método termogravimétrico através de TG, analisador de umidade por
infravermelho e determinacao de agua 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

andlises efetuadas, o teor de agua foi menor que 2% (USP 36 — NF 31, 2013).
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5.2.5. Otimizacao de método analitico para doseamento do sulfato de hidroxicloroquina

O sulfato de HCQ farmacologicamente ativo é uma mistura racémica de dois isdmeros
Opticos que sdo quantificados sem separacdo quiral, havendo, entdo, a co-eluicdo destes. A
otimizacdo foi proposta visto que o metodo farmacopeico ndo se demonstrou reprodutivo,
apresentando cromatograma com pico bastante assimétrico. Sugere-se que o valor indesejavel
do fator de cauda (diferente de 1) seja devido a coelui¢do dos isdmeros da HCQ presentes na
mistura racémica. Além disso, o tempo de retencdo de mais de 1 hora inviabiliza a utilizacéo
do método na pratica laboratorial.

Portanto, o principio determinante da otimizacdo do método analitico para
determinacéo de teor foi o fator de cauda do pico referente ao HCQ. Utilizando o fator de
cauda como a variavel dependente, foi realizado um planejamento fatorial 3 (Tabela 20) com
os seguintes fatores: fluxo e composicao da fase mével em combinacdo com a temperatura da
coluna cromatografica, pelo modelo de Box-Behnken.

A partir da analise dos graficos de superficie-resposta obtidos pelo software
Statistica® é possivel observar as condi¢des em que a interacdo entre os fatores analisados
geram picos-resposta do analito que possuem fator de cauda com valor numérico mais
préximo de 1 (indicado pelas cores verdes claro e escuro). A resposta da qualidade esta
inserida 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 otimizacdo do método analitico para determinacdo de
teor, estabelecendo como condicdo analitica ideal (realce na tabela 21): a temperatura de
45°C, a um fluxo de FM de 0,8 mL/min, em uma propor¢do de 80:20 Fase Mdvel:Metanol

como fase eluente.
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Tabela 21 - Matriz do planejamento fatorial 33 para otimizacdo do método analitico de quantificagdo do sulfato
de hidroxicloroquina.

Método Fluxo de fase-movel Temperatura Composicao de fase-mdvel (Fase
(mL/min) (°C) Mével USP:Metanol)
! 10 40 90:10
2 10 45 90:10
3 10 35 90:10
4 12 40 90:10
> 12 45 90:10
° 12 35 90:10
! 08 40 90:10
8 08 45 90:10
? 08 35 90:10
10 12 45 80:20
1 12 40 80:20
12 12 35 80:20
13 10 35 80:20
14 10 40 80:20
1 10 45 80:20
10 b 45 80:20
ol 08 40 80:20
18 08 35 80:20
19 10 40 70:30
20 10 45 70:30
21 10 35 70:30
22 12 40 70:30
23 12 45 70:30
24 12 35 70:30
2 08 40 70:30
26 08 45 70:30
2 08 35 70:30
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Figura 23 - Graficos de superficie-resposta correlacionando o fator de cauda do pico resposta da HCQ ao fluxo e
composigao da fase movel bem como a temperatura da coluna cromatogréfica.
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Os cromatogramas obtidos nas analises do sulfato de HCQ pelo método da USP
(figura 24a) e o método otimizado nesse estudo (Figura 24b) evidenciam as melhorias em
relacdo ao tempo de retencdo do pico, que no método USP aparece entre 40 e 50 minutes,
enguanto que no método otimizado é visualizado antes dos cinco minutos. O método de
referéncia utiliza ainda uma taxa de fluxo elevada (1,5 mL.min -1), que aumenta ainda mais o
consumo de solventes dispendiosos, tais como acetonitrila de grau HPLC. No método
otimizado esse fluxo cai para 0,8 mL/min. Mas o maior problema do método USP é o alto
valor para fator de cauda do pico (2,8), que seria aceitavel se a droga ndo fosse uma mistura
racémica , uma vez que a coelui¢do dos isomeros pode ocasionar uma integracao de picos ndo
confidveis. O método de HPLC otimizado permitiu a quantificacdo de sulfato HCQ,
apresentando um pico de alta definicdo, que fornece fator de cauda igual a 1,087. Isto
promove a boa coeluicdo de isomeros do HCQ, assegurando uma quantificacdo precisa da
matéria-prima enquanto mistura racémica.
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Figura 24 - Cromatogramas do doseamento do sulfato de hidroxicloroquina pelo método farmacopeico (A) e
pelo método otimizado (B).
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A eficiéncia do novo método de doseamento levou a necessidade de validacdo do
ensaio.

Através de analise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, foi
possivel determinar o valor do coeficiente de correlacdo (R2 = 0,9995). Este valor indica que
99,9% do total de variacdo em torno da média € explicado pela regressdo, demonstrando que
existe uma correlacdo linear entre as duas variaveis (absorvancia e concentracdo), uma vez
que os parametros estdo dentro dos limites prescritos (R2 > 0,99) (ICH) (Figura 25a).

O gréfico de dispersdo mostrado na figura 24b demonstra que ndo houve falta de
ajustes no método. Portanto, existe uma quantidade minima de erros aleatorios, mostrando
ndo existir qualquer erro sistematico na analise, que pode ser observada pela distribuicdo
heteroscedastica dos pontos. Outra informacdo relevante é que, pelo menos, um ponto toca a
linha. Isto significa que um dos valores obtidos na andlise corresponde fielmente aos valores
de referéncia.
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Figura 25 - a) Gréafico de regresséo linear do parametro linearidade e b) Respectivo grafico de dispersdo.
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O LD e LQ foram calculados (0,04 e 0,16 pug.mL-1, respectivamente). Estes valores

indicam que o método é muito sensivel em relagdo a deteccdo e quantificacdo da droga sem

grande interferéncia do equipamento.

O método mostrou-se preciso em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria

(Tabela 22). Em relacdo a repetibilidade, os resultados foram satisfatorios, entre 5,02 + 0,08

pg.mL-1 com um coeficiente de variacdo de 1,56%, que foi inferior ao valor maximo

recomendado pela ANVISA (<5%) [ANVISA]. Como para a precisdo intermediaria,

evidenciou-se estatisticamente por ANOVA de duas vias que o meétodo era preciso para

analises realizadas por analistas diferentes no mesmo dia como seja em dias diferentes. Isto

foi revelado devido ao facto de que os valores de F-calculados foram sempre inferiores a F-

tabulados (critica).

Tabela 22 - Analises do parametro preciséo.

Repetibilidade

1 2 3 4 5 6 Média (ug.mL?) £ DP CcVv
Amostra 5,06 5,04 490 5,00 5,02 5,14 5,02 + 0,08 1,56
Precisdo intermediaria
Dial Dia2 Two-way ANOVA: Analista Two-way ANOVA: Dia
Analista 1 5,00 5,06 F-calculado: 0,02 F-calculado: 5,14
Analista 2 497 513 F-tabulated: 161,44 F-tabulated: 161,44
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Também foi possivel atestar a exatiddo do método. Este parametro foi avaliado através
da comparacao de cada uma das concentracdes tedricas e reais, utilizando o teste t de Student

assumindo variancias iguais. Os resultados estdo resumidos na tabela 23.

Tabela 23 - Resultados obtidos para o pardmetro exatid&o.

~ Resultados
t .
Concen re_algao Média (ug.mL™?) + DP Teste t
(Hg-mL™) 1 2 3

t-calculated: 0,90

2,5 254 246 252 2,51+ 0,04
t-tabulated: 4,30
t-calculated: 0,10

5 498 497 4,98 9,98 + 0,01
t-tabulated: 4,30
t-calculated: 0,61

75 749 756 7,53 7,53 +0,04

t-tabulated: 4,30

A partir do método otimizado e validado foi possivel realizar a anélise de teor do
sulfato de HCQ, demonstrando resultado satisfatério (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).

5.3. Estudo de compatibilidade farmaco-excipiente do sulfato de hidroxicloroquina
através de técnicas termoanaliticas

As alteracdes 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 0s
componentes em funcdo do aquecimento. A curva DSC da MB entre o sulfato de HCQ e o
polimero PVP elucida bem tal situacdo. E possivel perceber um acentuado alargamento e

reducdo do pico de fusdo provocado por uma solubilizacdo parcial do farmaco durante o
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aquecimento do polimero, evento descrito anteriormente por Oliveira (2011), Lima (2011) e
Costa (2013) e colaboradores.

Com relacdo as MB, todas elas apresentaram diminuicdo 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: glicolato de
amido socico (GAS) e lactose (LA). Todas as demais MB apresentaram variagdes na faixa de
fusdo do sulfato de HCQ isolado de menos de 2°C (Tabela 24). JA o GAS e a LA
apresentaram os valores de 245,47°C e 220,03°C, respectivamente; caracterizando possiveis
indicios de interacdo farmaco:excipiente. Estes, portanto, foram objetos de anéalises

complementares.
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Tabela 24 - Temperatura inicial (Tonset), temperatura do pico (Tpico) e temperatura final (Tendset) do evento de
fusdo, variacdo da entalpia (AH), Temperatura de degradagdo (Tdeg) e perda de Massa do sulfato de HCQ e MB.

Tonset Tendset Thico Teg Perda de

@ o e O ) vassa
Sulfato de HCQ 242,23 25490 24483 185,85 301,12 30,9

MB

Talco 241,91 249,75 246,03 58,21 301,54 16,52
PVP K30 - - - - 297,92 16,70
Polyox® 233,80 247,83 243,02 44,70 300,83 15,92
PEG* 6000 236,99 248,55 243,88 99,73 301,34 10,13
Methocel® 239,72 250,05 245,69 62,94 295,32 12,23
Lactose* 210,48 23553 234,43 26,67 210,65 15,82
Glicolz[gigs*amido 225,63 244,81 240,09 39,44 292,27 37,14

Estearato de Magnésio 237,56 24854 24402 59,13 304,37 18,10
Croscarmelose Sédica 241,08 250,73 246,03 68,22 297,10 30,18
Celulose Microcristalina 240,35 249,27 244,75 53,99 304,21 32,87

Starch® 241,73 250,91 246,39 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%
(DTGpico=264,82°C). Em contrapartida, 0 segundo evento demonstrou-se bastante diferente ao
sobrepor os dois eventos conseguintes existentes quando o farmaco isolado foi analisado. Na
MB, o segundo evento, compreendido entre 281,67°C e 304,13°C apresentou uma unica e

clara etapa de perda de massa de 35,84% da massa inicial (DTGpico=292,71). Além disso, a
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amostra apresentou significativa perda de massa (aproximadamente 5,4%), provavelmente
relacionada & &gua adsorvida e estrutural, na faixa de 35-105°C; fendmeno que ndo foi
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 fusdo 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
fuséo, 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 é 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 interacdo farmaco:excipiente, 0 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 analogo 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
degradacdo do sulfato de HCQ, sugerindo possivel reducdo da estabilidade do farmaco. No
DTG, o evento de degradacdo da amostra evidencia um alargamento bastante pronunciado
que pode ser explicado pela sobreposicdo de trés eventos presentes nas curvas de TG/DTG
das substancias isoladas: degradacdo do sulfato de HCQ e a transigéo cristalina da lactose
seguida de sua fusdo. O primeiro evento encontra-se na faixa de 146,80-153,76°C
(DTGpico=148,98°C), apresentando perda de massa de, aproximadamente, 1,6%, sugerindo
perda de agua de cristalizacdo. O segundo evento, na faixa de 220,08-231,33°C
(DTGpico=225,43°C), apresentou perda de massa de 16,18%, referente a degradacdo do
farmaco. O terceiro, por sua vez, entre 285,25-310,85°C (DTGyico=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 relacdo a curva DSC 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
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natureza exotérmica, entre 146,79-161,29°C, referente a perda de &gua 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
farmaco. Os outros dois eventos, ambos de natureza endotérmica, correspondem a degradacgéo
do farmaco. Entretanto, ao antecipar a fusdo deste, o pico relativo a fusdo e conseguinte
degradacéo 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 farmaco: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 excecéo da lactose, todos os demais excipientes prolongaram o principal evento
de decomposicdo térmica do sulfato de HCQ, podendo ser considerados possiveis
componentes de formulacdes farmacéuticas termicamente estaveis.

A partir da determinacdo dos parametros cinéticos pdde-se confirmar a hipdtese de que
houve interagdo entre as MB: farmaco-GAS e farmaco-LA. A Ea € um dos pardmetros de
maior interesse para avaliar a estabilidade de compostos farmacéuticos. Segundo Macedo e
colaboradores (2000), ¢é possivel tracar um perfil comparativo de estabilidade térmica entre o
insumo farmacéutico ativo e seus derivados apenas levando em consideracdo o valor da Ea.
Os resultados evidenciaram a reducdo do valor da Ea, mostrando menor estabilidade térmica
do sulfato de HCQ quando este esta associado ao GAS sédico e a LA.

Os resultados obtidos a partir da analise das cinco curvas termogravimétricas em
diferentes razdes de aguecimento, no método nao isotérmico, forneceram valores de fator de
frequéncia para o sulfato de HCQ e suas MB, que foram utilizados para aplicacdo da equacéo
de Arrhenius (tabela 25).

O prazo de validade das MB na forma solida foi estimado a partir de modelo
isotermal. A metodologia de escolha das temperaturas da isoterma e a utilizagcdo da rampa de
aquecimento foram as mesmas utilizadas para o farmaco isolado, variando apenas as
temperaturas da isoterma propriamente ditas. Assim, as temperaturas isotermas do sulfato de
HCQ foram: 230, 232, 235, 237 e 240°C; todas elas prévias as degradacfes do farmaco (1°
evento de degradacédo) e as temperaturas de isoterma da MB sulfato de HCQ-GAS foram:
252, 254, 256, 258 e 260°C (uma vez que a temperatura de degradacdo 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 degradacédo 210°C).
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Os resultados demonstraram a consideravel reducdo do tempo necessario para que a
amostra perdesse 10% de sua massa inicial em temperatura ambiente, em relacdo ao prazo de
validade estimado para o farmaco isolado. Apesar da pequena variacdo 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 (Tabela 25) (PEREIRA et
al., 2013).

Tabela 25 - Calculos dos parametros cinéticos do sulfato de hidroxicloroquina isolado e das misturas binarias
entre o farmaco e o glicolato de amido sddico a lactose.

Ordem de Energia de Ativacdo Fator de Frequéncia  Prazo de Validade

Amostra . . .
Reacdo (n) (Ea) (KJ.mol?) (A) (min?) Estimado (dias)
HCQ 1 144,57 4,910x10% 622
MB HCQ-
1 98,69 1,072x108 446
GAS
MB HCQ-
LA 1 139,31 6.452x10% 414

O espectro de 1V da MB sulfato de HCQ-LA (Figura 26) mostrou alguns dos mesmos
estiramentos observados no espectro do farmaco isolado. Entretanto, o pico de deformacéo
axial C-Cl alifatica esta ausente no MB o que confirma a incompatibilidade entre o farmaco e
0 excipiente, ja que o cloro é um atomo muito importante para a molécula. E possivel
observar a reducdo da intensidade dos picos referentes as deformacgdes axiais dos anéis
(bandas do esqueleto) C=C e C=N. Isso pode indicar que ha uma alteracdo da estrutura da
molécula da hidroxicloroquina. O espectro ainda apresenta as deformacbes 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 1V da MB sulfato de HCQ-GAS (Figura 25), 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. 1sso provoca a modificacdo na densidade eletronica, alterando as forcas
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de ligacdo entre os atomos e provocando uma significativa reducdo nas frequéncias de
absorcéo 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.

Os difratogramas obtidos confirmaram a existéncia de interacdo farmaco-excipiente
para 0 GSA e a LA (Figura 27). O perfil difratométrico da MB sulfato de HCQ-GSA se
mostrou bastante diferente do apresentado pelos componentes isolados, ndo 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, pdde-se confirmar a existéncia da interacdo quando uma
mistura fisica entre os materiais é obtida. Entretanto, em ambos os casos, foi observado que o
comportamento cristalino do sulfato de HCQ é mantido, uma vez que as MB apresentaram
grande intensidade de picos.

A partir de todos os resultados obtidos, complementares as anélises termoanaliticas,
pdde-se concluir que ha 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®, é bastante utilizado como agente desintegrante, podendo ser
facilmente substituido pela croscarmelose sédica. J& 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 sodica e com o amido foi confirmada pelo presente estudo
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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Figura 26 - Espectros de infravermelho do sulfato de hidroxicloroguina e excipientes isolados e das misturas
binarias do farmaco com a lactose e o glicolato de amido sédico.
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Figura 27 - 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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5.4. Obtencéo da forma farmacéutica

Durante a manipulacdo dos lotes de bancada, o extrato seco liofolizado de B. trimera
mostrou-se sensivel a umidade do ambiente, ocasionando dificuldades principalmente em
relacdo ao escoamento da mistura dos pos.

O dioxido de silicio coloidal, que apresenta elevada superficie especifica e alto poder
sorvente, tem sido amplamente empregado, apresentando excelentes resultados em
formulacBGes contendo produtos secos por aspersdo a partir de solucGes extrativas de
diferentes espécies vegetais (OLIVEIRA, 2010; SILVA, 2010). A partir da obtencdo de uma
mistura prévia do extrato seco com didxido de silicio coloidal, foi possivel desenvolver a
formulacdo sem que 0 mesmo apresentasse aderéncia as superficies.

A associacdo do estearato de magnésio e talco como agentes reguladores de fluxo
garantiu bons resultados e viabilizou o estudo reoldgico dos lotes de bancada. Como séo
insollveis em &gua, estes excipientes sdo empregados, dentre diversas possibilidades, nas
situacbes em que componentes ativos da forma farmacéutica apresentam propriedades
higroscopicas (GINKGO BILOBA, 2001; VALERIANE, 1997).

Os resultados dos controles de qualidade dos lotes de bancada estdo apresentados na
tabela 26.

Tabela 26 - Controles de qualidade dos lotes pilotos de capsulas contendo extrato seco de B. trimera e sulfato de
hidroxicloroquina.

Ensaios Especificacdes LBI BLII
Peso médio 0,322 g+ 7,50 0,323 0,322
Desintegracéo N&o mais que 45 min 8 min 11 min
Umidade (%) Méaximo 2,0% 0,4 0,8
Angulo de repouso <30° 5 17
Tempo de escoamento <10s 1 5

Os resultados do peso médio e desintegracdo dos dois lotes de bancada manipulados
atenderam as especificacbes da Farmacopeia Brasileira 5% edi¢cdo para forma farmacéutica

capsulas.
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Em relacdo ao teor de umidade, adotou-se o limite maximo de 2,0% especificado na
Farmacopeia Americana para o sulfato de HCQ, e ambos os lotes apresentaram valores
inferiores. E importante evitar que os produtos com extratos secos recebam umidade, pois
geralmente sdo bastante higroscopicos, agindo a &gua como um catalisador para a degradacéo
quimica e favorecendo o crescimento microbiano (MARQUES, 2005).

Embora os dois lotes obtidos tenham apresentado bons resultados de controle de
qualidade, a formulacdo com amido parcialmente pregelatinizado apresentou menor
desempenho reologico, pois reteve mais umidade e apresentou maior tempo de escoamento,
levando a escolha de LBI como a formulagdo mais adequada para dar continuidade ao estudo.

Apesar do processo de gelatinizagdo conferir melhor propriedade de fuxo ao amido, a
menor fluidez do LBII é atribuida ao fato de que essas vantagens sdo perdidas quando
adicionados de principios ativos dotados de baixas propriedades de fluxo, como acontece com
0 extrato seco de B. trimera

Para dar continuidade a obtencdo da forma farmacéutica, se faz necessério o
desenvolvimento e validacdo de método analitico para doseamento simultaneo do extrato de
B. trimera e do sulfato do sulfato de HCQ, assim como desenvolvimento de método de

dissolugdo. Dessa forma, seré possivel afirmar definitivamente o LBI eleita formulac&o final.
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CONCLUSAO
E
PERSPECTIVAS
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

v" O teste de identificacdo confirmou a amostra disponivel para o presente estudo como sendo
da espécie Baccharis trimera (LESS.) DC.. Foi possivel padronizar o teor de acidos
cafeicos na droga vegetal, a partir metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira; O
material vegetal apresenta-se como p6 semifino, em bom estado de conservacdo, indicando
processo de secagem eficiente. O material também nédo apresenta excesso de contaminantes
inorganicos. Sendo, portanto, comprovadamente adequado para obtencdo de produtos

farmacéuticos;

v" A prospeccao fitoquimica revelou a presenca de metab6litos anteriormente identificados

por outros autores para matéria-prima vegetal;

v" O extrato liofilizado de Baccharis trimera (LESS.) DC. apresentou-se como um pé fino, de
elevada area superficial e presenca de mesoporos, com baixa capacidade de fluxo,
demonstrando a necessidade da adicdo de excipientes que possibilitem a utilizacdo do

insumo para a obtencgdo de formas farmacéuticas solidas;

v A adaptacdo e validacdo de método analitico para doseamento do extrato seco permitiu
padronizar o teor de &cidos cafeicos no extrato, viabilizando a utilizacdo do mesmo no

desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas;

v A identidade do sulfato de HCQ pdde ser comprovada através da corroboracdo dos

resultados obtidos das diversas metodologias aplicadas;

v O sulfato de HCQ demonstrou baixa solubilidade em solventes organicos. Em

contrapartida, é facilmente sollvel em agua e em solucBes aquosas;

v' O trabalho forneceu dados relevantes e complementares a monografia especifica de
compéndios oficiais do sulfato de HCQ, principalmente no que diz respeito a otimizagéo
do meétodo analitico de doseamento por CLAE. O método otimizado mostrou-se mais
eficiente em relacdo ao método de referéncia, pois reduziu o tempo de analise, 0 consumo
de solventes, por reducdo do fluxo da fase movel, e melhorou a resolu¢do do pico no
cromatograma. Uma maior atencdo deve ser dada a estes resultados devido & auséncia de

monografia especifica do sulfato de HCQ na Farmacopeia Brasileira;

v" Neste estudo, a incompatibilidade do sulfato de HCQ com o glicolato de amido sddico e a

lactose foi observada e confirmada por estudos cinéticos (isotérmicos e ndo isotérmicos).
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Estes estudos indicaram uma significativa reducdo na energia de ativacdo da temperatura
de decomposicdo do farmaco quando na mistura binéria, o que implica na reducéo 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 Em relacdo ao seu estudo cinético, a comparacdo entre 0os métodos isotermais e nao-
isotermais demonstrou a boa semelhanca entre os valores de energia de ativagdo obtidos
em cada um dos métodos, evidenciando a alta estabilidade térmica do farmaco e a
aplicabilidade dos métodos cinéticos. A cinética de decomposicao térmica ocorreu a uma
velocidade constante e indicou uma reacdo de primeira ordem, o que significa que a
decomposicdo térmica do insumo farmacéutico ativo ndo € influenciada por processos

simultaneos;

v A forma farmacéutica desenvolvida apresentou boas caracteristicas reoldgicas e baixo teor
de umidade, condicdes ideais para manter a estabilidade de formulacBes que contém

extrato de origem vegetal;

v Visando dar continuidade ao desenvolvimento da forma farmacéutica, a metodologia de
doseamento simultaneo do extrato seco e do sulfato de HCQ e o método de dissolucdo
ficam como perspectivas deste trabalho. Na sequéncia, serdo realizados os estudos de

estabilidade acelerada e de longa duracéo do produto final.
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